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1. Importancia clínica de Acinetobacter baumannii. 
 
1.1 El género Acinetobacter. Acinetobacter baumannii. 
 El género Acinetobacter comprende un grupo heterogéneo de cocobacilos 
gramnegativos no fermentadores, aerobios estrictos, catalasa positivos, oxidasa 
negativos, no formadores de esporas y no móviles. Entre las principales características 
de estas especies, se encuentran su mínimos requerimientos nutricionales y su 
capacidad de sobrevivir a diferentes temperaturas y ante distintos valores de pH (1).  
 Mediante técnicas de hibridación de ADN, con fecha de septiembre de 2015 se 
han identificado 41 genoespecies clasificadas dentro de este género (2). Sólo en 2014 
se identificaron cinco nuevas genoespecies, y en 2015 se han añadido las especies A. 
bohemicus y A. pakistanensis (2). El presente trabajo se centra en Acinetobacter 
baumannii, correspondiente a la genoespecie 2, que es la de mayor importancia en la 
práctica clínica por encontrarse frecuentemente implicada en brotes o en endemias de 
infección nosocomial. Otras genoespecies están siendo aisladas de forma cada vez 
más frecuente en distintos casos de infecciones comunitarias o nosocomiales, como A. 
lwoffi (3)(4), A. haemolyticus (5)(6) o la A. pitti (7), sin embargo, su baja incidencia no 
les hace adquirir la importancia clínica de A. baumannii (8). 
   
1.2 Características microbiológicas de A. baumannii de mayor interés en la 
clínica. 
 Las dos características microbiológicas del género Acinetobacter con 
implicaciones epidemiológicas clave son la facilidad para sobrevivir durante periodos 
prolongados en condiciones ambientales adversas y la capacidad de desarrollar 
patrones de multirresistencia (MDR) frente a distintos antimicrobianos (9).  
 
 1.2.1 Supervivencia en el medio ambiente. 
 Una característica común del género Acinetobacter es que se puede encontrar 
tanto en seres vivos como en cualquier tipo de objeto inanimado húmedo o seco (10), 
donde puede sobrevivir en superficies durante días (11)(12). Esta gran resistencia a 
las condiciones ambientales se debe a su habilidad para utilizar en su metabolismo 
diferentes fuentes de carbono(13).  
 A. baumannii sobrevive mejor a la desecación que otras especies de 
Acinetobacter (11)(12), pudiendo encontrar cepas viables en superficies secas durante 
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más de 25 días, mientras que otras especies, como A. lwoffi, sobreviven unos 7 días  
(14) y otros bacilos gramnegativos, como Pseudomonas aeruginosa  o Escherichia coli 
sobreviven en torno a 24 horas (15). Se ha detectado, además, que la capacidad de 
persistir a la desecación depende de la fuente del aislado, ya que las cepas clínicas 
son más resistentes que cepas estándares de la American Type Culture Collection 
(ATCC) debido al número de subcultivos que han sufrido estas últimas con el paso del 
tiempo (11), y que cepas procedentes de fuentes secas sobreviven mejor que las 
procedentes de fuentes húmedas (16).  
 Esta característica tiene gran importancia epidemiológica, ya que permite la 
presencia de reservorios ambientales duraderos en todo tipo de materiales médicos 
que, a su vez, se convierten en fuente de brotes nosocomiales y de la persistencia de 
situaciones endémicas. 
 
 1.2.2 Desarrollo de resistencias a múltiples antimicrobianos. 
 Acinetobacter tiene una elevada capacidad para desarrollar resistencia a todo 
tipo de antimicrobianos. Es probable que esta capacidad se deba a la ubicuidad de 
hábitats de Acinetobacter, habiendo estado expuesto a la largo de su evolución a todo 
tipo de organismos productores de antibióticos que existen en diferentes entornos 
naturales, especialmente en los suelos (9). En un ámbito nosocomial, donde el uso de 
antibióticos de amplio espectro está siempre en aumento, esta capacidad de rápida 
adaptación a un medio con elevada presión antimicrobiana ha favorecido la difusión de 
cepas de A. baumannii resistentes a la mayoría de los antimicrobianos conocidos, 
incluso a todos.  
  
1.3 Situación epidemiológica y manifestaciones clínicas más frecuentes de 
Acinetobacter baumannii. 
 1.3.1 Reservorios, mecanismos de transmisión y situación 
epidemiológica de las infecciones por Acinetobacter. 
 La ubicuidad y la resistencia a diferentes condiciones ambientales de A. 
baumannii se encuentran muy relacionadas con su epidemiología y facilitan, dentro del 
contexto nosocomial, que pueda encontrarse en todo tipo de material médico y 
quirúrgico, mobiliario, superficies e incluso aire cercano a pacientes portadores 
(17)(18)(19)(20)(21). El ser humano también actúa como reservorio de Acinetobacter 
spp., que se ha cultivado tanto a partir de la piel como de múltiples secreciones 
(respiratorias, vaginales, orina o heces, entre otras) (10). Aunque hasta el 44% de los 
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voluntarios sanos de la comunidad pueden tener colonización cutánea por distintas 
especies de Acinetobacter spp. (22), es excepcional que A. baumannii esté presente 
en ellos. Esta especie adquiere protagonismo en pacientes hospitalizados, en los que 
produce con facilidad brotes epidémicos y puede alcanzar tasas de colonización 
elevadas. La cavidad orofaríngea y el tracto respiratorio de pacientes con ventilación 
mecánica son las localizaciones donde se aísla con mayor frecuencia (20)(23), 
seguidos por el tracto gastrointestinal, que se considera un reservorio persistente de 
cepas multirresistentes (24)(25).  
 El principal mecanismo de transmisión de Acinetobacter spp. dentro del 
hospital son las manos del personal sanitario, a las que llega tras entrar en contacto 
con un paciente portador o con superficies o fómites contaminados (9)(23). Asimismo, 
se han comunicado brotes a partir de contacto directo con fómites o instrumentos 
médicos, como material de soporte respiratorio indebidamente descontaminado 
(26)(27). 
 En la actualidad, en la situación epidemiológica de las infecciones por A. 
baumannii destaca la continua aparición de brotes nosocomiales en todo el mundo, así 
como la presencia de patrones de endemia en algunos centros hospitalarios, lo que 
dificulta su control y erradicación y favorece la aparición de aislados extremadamente 
resistentes (28)(21)(29)(30). Las características de los brotes varían dependiendo de 
las condiciones del hospital (si hay una o múltiples fuentes), y de las particularidades 
de la cepa, ya que se ha comprobado que algunas presentan mayor tendencia a la 
propagación en forma de endemia que otras (31). Cepas muy similares no 
relacionadas epidemiológicamente han sido aisladas de lugares distintos en tiempos 
diferentes. Estos clones son por lo general multirresistentes, estables genéticamente y 
con alta capacidad para sobrevivir en medios hospitalarios; su propagación podría 
estar relacionada, en bajos niveles, con el intercambio de pacientes entre hospitales o 
por su presencia en la comunidad, y ocasionalmente difundirse entre los centros 
hospitalarios debido a la presión antibiótica selectiva (31). Los clones denominados I y 
II son los principales responsables de brotes en los hospitales del noroeste de Europa. 
Ambos han sido aislados en hospitales españoles. El clon III ha sido aislado en 




 1.3.2 Manifestaciones clínicas más frecuentes. 
 La capacidad de Acinetobacter de colonizar cualquier superficie epitelial 
humana provoca que pueda aislarse en muestras biológicas diversas, como 
secreciones respiratorias, superficie de heridas u orina, sin que ello implique que 
exista una infección activa. Aproximadamente la mitad de los aislamientos en 
muestras clínicas de A. baumannii se consideran colonizaciones.  
 A. baumannii puede causar infecciones en cualquier sistema, aparato u órgano, 
en particular cuando éste se ve sometido a maniobras invasivas que provocan 
disrupción de las barreras de defensa naturales. Aunque se han descrito infecciones 
comunitarias por este microorganismo (34)(35), la mayoría de las infecciones que 
produce son en el ámbito nosocomial, especialmente en las Unidades de Cuidados 
Intensivos (UCIs). Las más frecuentes son, por este orden: infecciones del tracto 
respiratorio, bacteriemia, infección del tracto urinario, infección de la herida quirúrgica y 
meningitis posquirúrgica (36)(37). El presente proyecto se ha focalizado en el tipo de 
infección respiratoria más frecuentemente causada por A. baumannii, la neumonía 
asociada a ventilación mecánica, así como la bacteriemia asociada a esta entidad. 
 
 1.3.2.1 Infecciones respiratorias.  
 Las infecciones de tracto respiratorio, y en concreto la neumonía y la 
traqueobronquitis, son las infecciones nosocomiales más frecuentemente causadas 
por A. baumannii (1)(36)(38). Aunque existe una importante variabilidad según la 
epidemiología local, A. baumannii constituyó el 3-5% de todas las neumonías 
nosocomiales en diferentes series (39)(40). Los pacientes con ventilación mecánica 
ingresados en UCI son el grupo de mayor riesgo para el desarrollo de neumonías por 
A. baumannii (9)(41). En este grupo de pacientes, A. baumannii puede suponer hasta 
el 27% de las etiologías de la neumonía asociada a ventilación mecánica (41)(42).  
 En las neumonías nosocomiales producidas por A. baumannii, los factores de 
riesgo más relevantes son la intubación orotraqueal, la traqueostomía, la antibioterapia 
previa, la mayor duración de la estancia en UCI, la cirugía reciente, la presencia de 
enfermedad pulmonar crónica subyacente y la propensión para la aspiración de 
secreciones altas (9) (38)(43). 
 La neumonía nosocomial por A. baumannii suele ser multilobar y puede 
desarrollar complicaciones como derrame pleural paraneumónico, cavitación y fístula 
broncopleural. Se acompañan de bacteriemia en torno al 12% de los episodios, siendo 
la neumonía el foco clínico más frecuente de la misma en general (44). 
 16 
 En el entorno nosocomial, también es frecuente la traqueobronquitis por A. 
baumannii. Durante los últimos años, se ha venido prestando mayor atención a la 
traqueobronquitis asociada a ventilación mecánica como entidad clínica, aunque los 
criterios diagnósticos no están completamente consensuados y su impacto clínico está 
relacionado, en muchas ocasiones, con el ulterior desarrollo de una neumonía (45).  
 Por otra parte, entre los pacientes en los que se aísla A. baumannii durante la 
hospitalización, un número importante representan colonizaciones. Así, en una cohorte 
multicéntrica española con 221 aislamientos clínicos de A. baumannii, el 52,9% eran 
causantes de infección, mientras que el 47,1% eran colonizantes (46). Más allá de su 
papel como paso previo a la infección respiratoria, se desconoce si la colonización por 
A. baumannii tiene algún impacto clínico por sí misma. El comportamiento de la 
colonización respiratoria por A. baumannii está pobremente descrito en la literatura.  
 
 1.3.2.2 Bacteriemia. 
 La bacteriemia es la segunda infección nosocomial en frecuencia producida por 
A. baumannii (9). La neumonía constituye el foco clínico más frecuentemente asociado 
a ella (44), seguido por los catéteres intravenosos (47)(48). Otros orígenes, como el 
tracto urinario, las infecciones de piel y partes blandas, la meningitis nosocomial o las 
infecciones intraabdominales son focos menos frecuentes (47)(48). Hasta en el 44% 
de los episodios, el origen de la bacteriemia es desconocido (49). 
 La frecuencia de bacteriemias por A. baumannii es un parámetro que puede 
servir de expresión del aumento de infecciones por este microorganismo en los últimos 
años. En un estudio realizado en nuestro centro durante 1993, A. baumannii fue el 
microorganismo responsable del 27% de las bacteriemias por bacilos gramnegativos 
(48). 
 Los pacientes con mayor riesgo de tener una bacteriemia por A. baumannii  
son aquellos que están ingresados en UCI, tanto de adultos como pediátrica, y los que 
tienen un índice de Charlson >3 puntos, hospitalizaciones previas, nutrición parenteral 
total, tratamiento quimioterápico o han recibido antibioterapia durante el ingreso, 
especialmente β-lactámicos o carbapenemas (26)(47)(48)(49)(50)(51). Entre los 
factores de riesgo para padecer una bacteriemia por A. baumannii, se encuentran en 
lugar preferente la presencia de dispositivos o procedimientos invasivos como 
ventilación mecánica, catéter intravascular, sonda vesical o sonda nasogástrica, según 
ha reflejado múltiples estudios y la reciente revisión sistemática realizada por Zhou et 
al. (52).  
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1.4 Pronóstico de las infecciones producidas por Acinetobacter baumannii. 
La mortalidad cruda y la morbilidad asociadas a las infecciones por A. 
baumannii, aunque varían en función del tiempo de infección y de otros factores, son 
elevadas. En muchas ocasiones, no obstante, es difícil conocer la mortalidad 
atribuible, al producirse mayoritariamente en pacientes con enfermedades graves 
subyacentes o situaciones críticas.  
En los últimos años, abundan los estudios sobre factores relacionados con el 
pronóstico de las infecciones por A. baumannii, habiéndose identificado como tales 
aspectos relativos al huésped (gravedad de la enfermedad basal, situación funcional 
previa, ventilación mecánica, neoplasia maligna, inmunosupresión), factores 
relacionados con la infección (localización de la misma, scores de gravedad, shock 
séptico, distrés respiratorio), eficacia del tratamiento empleado y, finalmente, también 
características del microorganismo, como la infección por un clon específico o las 
resistencias antibióticas (53)(54)(55).  
La resistencia a carbapenemas es uno de los factores que con más frecuencia 
se ha asociado con un exceso de mortalidad en las infecciones producidas por A. 
baumannii  (56)(57), cuantificado con una OR=2,22 (IC95% 1,66-2,98) en el meta-
análisis que llevaron a cabo Lemos et al. (57). Sin embargo, los estudios al respecto 
son bastante heterogéneos y no está aclarado hasta qué punto existen factores de 
confusión, como la proporción de tratamiento inapropiado.  
 
 1.4.1 Mortalidad y morbilidad asociadas a la neumonía por Acinetobacter. 
Factores pronósticos.  
La mortalidad cruda de la neumonía por A. baumannii es elevada, alcanzando 
hasta el 40%-70% en la neumonía asociada a la ventilación mecánica (NAVM) 
(46)(58). No obstante, respecto a la NAVM, se han comunicado resultados 
contradictorios sobre el impacto de A. baumannii como agente etiológico, por lo que el 
debate científico sobre la mortalidad atribuible a estas infecciones y, 
consecuentemente, si los pacientes fallecen por o con la infección causada por esta 
bacteria, es causa de controversia (59)(46)(60). Revisiones relativamente recientes 
han descrito una mortalidad atribuible del 8-23% para la neumonía nosocomial por A. 
baumannii y del 10-46% para la NAVM (61)(62). 
La relevancia clínica de la colonización, al menos cuando ocurre en vías 
aéreas, no se conoce, pero necesita ser dilucidada a tenor de los datos derivados de 
un estudio realizado en pacientes colonizados en vías aéreas por P. aeruginosa, el 
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cual mostró que la mortalidad era significativamente superior en pacientes con alta 
concentración de bacterias en el aspirado endotraqueal, aún sin NAVM, que en 
aquellos con NAVM. En este sentido, es de interés constatar que un estudio 
retrospectivo de casos y controles, que comparó todos los pacientes colonizados o 
infectados por A. baumannii MDR con aquellos colonizados o infectados por P. 
aeruginosa MDR mostró un aumento de mortalidad en el grupo de A. baumannii 
(p=0,0002) (63). 
 Se han identificado múltiples factores de riesgo de mortalidad de la neumonía 
nosocomial por A. baumannii: las enfermedades crónicas subyacentes, la gravedad 
clínica de la neumonía o de la situación basal medida con distintos scores, el 
tratamiento empírico inapropiado o el uso de antimicrobianos en los 28 días previos 
son los más importantes (54)(64)(65). La resistencia a carbapenemas se ha 
relacionado con la mortalidad en algunos estudios, como el de Zheng et al. (54), en el 
que los pacientes con neumonía nosocomial por A. baumannii resistente a 
carbapenemas presentaban una mortalidad superior a aquellos con neumonías por A. 
baumannii sensible (45,6% vs. 29,9%, p=0,02); en este caso, sin embargo, la 
resistencia de la cepa causal no se seleccionó como factor de riesgo de mortalidad en 
el análisis multivariante, mientras que sí lo hizo el tratamiento inapropiado, sugiriendo 
que la dificultad para establecer un tratamiento adecuado es lo que aumenta la 
mortalidad de las infecciones por A. baumannii resistente a carbapenemas. 
 
 1.4.2 Mortalidad y morbilidad asociadas a la bacteriemia por 
Acinetobacter. Factores pronósticos. 
La mortalidad cruda de la bacteriemia por A. baumannii es elevada, habiéndose 
comunicado cifras que varían en estudios recientes entre el 20% y el 69,9%, según la 
serie y la distribución de factores de riesgo (54)(58)(68) (67)(91)(68). Su pronóstico es 
peor que el de la bacteriemia por otras genoespecies del género Acinetobacter. A este 
respecto, Lee et al. (69) detectaron una mortalidad cruda a 30 días del 29,7% para la 
bacteriemia por A. baumannii, con una OR=2,23 (IC95%1,053-4,821) respecto a la 
mortalidad de las bacteriemias por otras especies de Acinetobacter.  
Respecto a la mortalidad atribuible existen resultados discordantes. En un 
estudio retrospectivo de casos y controles, Blot et al. (70), no encontraron diferencias 
significativas en la mortalidad; en cambio, otro estudio retrospectivo que comparó 
pacientes con bacteriemia por A. baumannii con controles sin bacteriemia, encontró 
una mortalidad atribuible del 36,5% (71). 
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Se han identificado múltiples factores de riesgo asociados a la mortalidad de la 
bacteriemia por A. baumannii, entre los que se cuentan factores similares a los 
comentados previamente: enfermedad subyacente grave, (en forma de índice de 
Charlson>3, de neoplasia maligna o de otras enfermedades como EPOC o 
enfermedad cerebrovascular) de alto grado de dependencia, niveles bajos de albúmina 
sérica, ingreso en UCI previo a la bacteriemia, cirugía previa o trasplante de órgano 
sólido en el mismo ingreso, ventilación mecánica, sepsis grave, APACHE II elevado, 
tratamiento definitivo inapropiado, resistencia a carbapenemas 
(54)(58)(69)(68)(67)(91)(68) (72). Un estudio que analizó específicamente pacientes 
con bacteriemia por A. baumannii  resistente a carbapenemas mostró una mortalidad a 
los 30 días del 48%. En este estudio, la gravedad de la enfermedad basal y la 
presencia de inmunosupresión fueron los únicos factores predictores de mortalidad 
(73). Este estudio no evaluó la sensibilidad a sulbactam, mientras que en el estudio de 
Chopra et al. (68) este aspecto se reveló importante; así, la mortalidad de la 
bacteriemia por A. baumannii resistente a carbapenemas y sulbactam fue del 43% y la 
producida por A. baumannii sensible a alguno de estos β-lactámicos fue del 20%. 
Nuevamente, el pronóstico parece estar relacionado con las oportunidades de un 
tratamiento eficaz.  
 
2. Tratamiento de las infecciones por A. baumannii en la situación 
epidemiológica actual.  
 En la actualidad, la resistencia a la mayoría de los antibióticos disponibles es la 
norma en los aislados clínicos de A. baumannii en hospitales de todo el mundo. Desde 
su descubrimiento en 1985, las carbapenemas fueron durante mucho tiempo el 
tratamiento de elección para las cepas de A. baumannii multirresistente, pero la 
diseminación de su uso se ha seguido rápidamente de la aparición y diseminación 
global de cepas resistentes a estos fármacos. Esto ha motivado que se vuelvan a 
utilizar fármacos antiguos, desechados inicialmente por su toxicidad, como la colistina, 
y que se esté dando impulso a la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas.  
 
2.1 Perspectiva histórica del desarrollo de resistencias en Acinetobacter 
baumannii y situación epidemiológica actual. 
En cuanto a la prevalencia de aislamientos de A. baumannii resistentes en 
España, desde el punto de vista de la resistencia a carbapenemas, un análisis de los 
resultados del proyecto EPINE en España (1999-2005), mostró unas tasas medias del 
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34,5%, que además fueron mayores en las UCIs (en las que llegaba al 43,8%), siendo 
los aislamientos más frecuentes los procedentes de vías respiratorias (41% del total) 
(74). En un estudio multicéntrico realizado en España en 2010, en 43 centros 
hospitalarios, entre 456 aislamientos clínicos consecutivos de A. baumannii, el 82% de 
los mismos no eran suceptiblen a imipenem (75), mientras que en un estudio similar 
realizado en 2000, no lo eran el 47,5% de los aislados (76). 
 
Tabla 1. Porcentaje de resistencias a distintos antimicrobianos a lo largo de las dos 


































Amikacina 28 64 28 13 66 16 86 22 48 51 66 
Ampicilina 98 91 88 - 98 - - - - - - 
Ampicilina+ 
Sulbactam 48 - 34 21 54 - 49 - - - - 
Ceftazidima 45 32 42 45 85 48 88 97 61 68 82 
Ciprofloxacino 
/Levofloxacino 30 94 4 57 90 44 93 97 55 72 82 
Colistina - - - - - - - - - 5 3 
Imipenem 
/Meropenem - - 2 5 48 - 71 38 47 66 72 
Minociclina 
/Doxiciclina 2 - - - 35 3 - 7 9 35 37 
Piperacilina+ 
Tazobactam 67 36 72 - 95 32 - - 61 70 80 
Tigeciclina - - - - - - - - - 9 2 
Tobramicina 50 98 - 25 79 - - - - - - 
 
 
2.2. Antibióticos con actividad frente a A. baumannii multirresistente (MDR). 
 2.2.1. Carbapenemas. 
 Las carbapenemas (imipenem, meropenem y doripenem) son los fármacos de 
elección para los aislados de A. baumannii MDR que conservan sensibilidad a 
carbapenemas (85). Imipenem es el más potente in vitro y ha demostrado actividad en 
modelos animales frente a cepas con una sensibilidad intermedia (CMI = 8 mg/l) (86). 
Doripenem ha mostrado mayor actividad que meropenem e imipenem frente a cepas 
de A. baumannii con la carbapenemasa blaOXA-58 y permanece como opción 
terapéutica en algunas cepas resistentes a imipenem (87). Sin embargo, la experiencia 
clínica con este fármaco es aún muy limitada.  
 El parámetro farmacocinético/farmacodinámico que mejor se relaciona con la 
eficacia de las carbapenemas es el tiempo por encima de la CMI (88). Por este motivo, 
se han estudiado la infusión prolongada como estrategia para mejorar este índice (88). 
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 2.2.2. Sulbactam. 
 Sulbactam posee una actividad inhibidora intrínseca frente a A. baumannii y 
ofrece múltiples ventajas: tiene un buena penetración en tejidos, su perfil de seguridad 
es excelente y se tolera incluso en dosis elevadas, y la ausencia de actividad en 
monoterapia frente a la mayoría de otros microorganismos amortigua 
significativamente la presión antibiótica (89)(90). 
 La eficacia de sulbactam frente a A. baumannii en clínica se sostiene en varios 
estudios no aleatorizados que, en pacientes con infecciones graves (neumonía 
asociada a ventilación mecánica, bacteriemia y meningitis, entre otras), han 
comunicado tasas de éxito terapéutico del 61-67,5% (91). Una revisión sistemática 
concluyó que los tratamientos con sulbactam tienen la misma eficacia que las terapias 
basadas en otros antimicrobianos en infecciones por A. baumannii (92). Por este 
motivo, junto con las ventajas referidas previamente, se considera el tratamiento de 
elección para infecciones por cepas de A. baumannii resistentes a carbapenemas y 
sensibles a sulbactam.  
 
 2.2.3. Colistina. 
 La colistina o polimixina E es un antibiótico polipeptídico, habitualmente 
disponible en clínica en forma de colistimetato sódico (93). Aunque fue descubierto en 
la década de 1940, su uso se abandonó al sustituirlo por fármacos menos tóxicos, 
pero se ha recuperado en los últimos años ante la ausencia de tratamientos 
disponibles para infecciones por bacilos gramnegativos multirresistentes (94).  
 Colistina mantiene el nivel más alto de sensibilidad in vitro frente a 
Acinetobacter baumannii. No obstante, la emergencia de cepas resistentes a colistina 
es preocupante y se han comunicado brotes por cepas de A. baumannii pan-resistente 
(95)(96), así como aparición de aislados con heterorresistencia a colistina (94)(97). Su 
relevancia en clínica no está aclarada, pero estudios in vitro han mostrado que el 
desarrollo de heterorresistencia se relaciona con concentraciones subterapéuticas de 
colistina (98)(99). Entre los mecanismos de resistencia a colistina, se han descrito 
mutaciones que producen pérdida del lipopolisacárido (lpxA, lpxC, lpxD) y otras que lo 
inactivan mediante la adición de fosfoetanolamina (pmrAB) (100).  
 Los estudios que han evaluado la eficacia de colistina son numerosos pero muy 
heterogéneos, y la mayoría proporcionan una evidencia de baja calidad. En la revisión 
sistemática realizada por Yahav et al. (94) en 2010 se incluyeron todos los estudios 
que habían comparado la eficacia de colistina, sola o en combinación, con otros 
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antibióticos en infecciones diversas y por distintos microorganismos. El análisis global 
favorecía a los comparadores. Más recientemente, Liu et al. (101) llevaron a cabo un 
meta-análisis para evaluar específicamente los datos de eficacia y seguridad de las 
polimixinas en el tratamiento de las infecciones por A. baumannii. En dicho análisis, las 
tasas de respuesta clínica y microbiológica, la mortalidad y la duración de la estancia 
hospitalaria presentaron una diferencia no significativa a favor del uso de polimixinas.  
 La dosificación está en proceso de revisión, ya que la actualmente recogida en 
ficha técnica se ha demostrado inapropiada en términos de eficacia y selección de 
cepas resistentes (102)(103). En los últimos años, diversos estudios farmacocinéticos 
han puesto de manifiesto que se necesitan dosis de carga y una dosis diaria de al 
menos 9 MU, repartidos en 2-3 veces al día, para alcanzar el objetivo 
farmacodinámico en aislados clínicos sensibles con las CMI habituales (103)(104).  
 
 2.2.4. Tigeciclina. 
 Tigeciclina es un antibiótico de amplio espectro del grupo de las glicilciclinas. 
Presenta actividad frente a la mayoría de los aislados de A. baumannii 
extremadamente resistentes, incluidos los resistentes a carbapenemas. Basándose en 
ensayos clínicos, su uso está aprobado para infecciones de piel y partes blandas, 
infecciones intraabdominales y neumonías adquiridas en la comunidad (105). Cuando 
se ha utilizado para tratar otras infecciones, como la neumonía asociada a ventilación 
mecánica, el éxito terapéutico ha sido variable (106)(107). 
 
 2.2.5. Otros. 
 Los aminoglucósidos mantienen una porcentaje moderado de cepas sensibles. 
No se consideran tratamiento de primera línea por su escasa penetración en algunos 
tejidos (pulmón, sistema nervioso central) (108), su toxicidad renal y ototoxicidad, y por 
su menor eficacia en monoterapia respecto a otros antimicrobianos (109). La 
rifampicina mantiene elevada actividad  in vitro frente a Acinetobacter. Existen datos 
de eficacia in vivo procedente de modelos animales, pero no hay estudios clínicos que 
la avalen(110)(111). 
  
 2.2.6. Tratamiento combinado. 
 Se han propuesto múltiples combinaciones, pero los estudios realizados son 
heterogéneos y el nivel de evidencia es bajo. La mayoría de los estudios son ensayos 
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in vitro y en modelos animales (112). Los meta-análisis realizados a partir de estudios 
clínicos no han demostrado beneficio de la terapia combinada respecto a la 
monoterapia con fármacos de primera línea, cuando estos están disponibles 
(113)(114). Aunque los resultados podrían ser diferentes para cepas con resistencia a 
antimicrobianos de primera línea (115), los resultados obtenidos con terapia 
combinada de rescate durante un brote de A. baumannii multirresistente no apoyan 
buenos resultados con la misma (95). 
 
2.3. Terapias emergentes. 
 Urge encontrar alternativas terapéuticas, dada la emergencia de cepas 
resistentes. Entre ellos destacan los péptidos con actividad antimicrobiana y la terapia 
de base imunitaria. Los péptidos son un componente natural de la inmunidad innata 
(116). Aunque algunas moléculas presentan un efecto prometedor en estudios 
experimentales, hay muchos aspectos por desarrollar (seguridad, dosificación) antes 
de llevarlos a la práctica clínica. La inmunización activa o pasiva ha comenzado a 
investigarse como una terapia alternativa para A. baumannii (117). Su principal interés 
potencial es que el efecto sería independiente del perfil de resistencia de las cepas. 
Hasta la fecha, solo se han llegado a realizar modelos animales. Sus resultados 
prometedores indican que podría ser una terapia relevante en los próximos años. 
Actualmente, está en ritmo creciente la búsqueda de moléculas que bloqueen factores 
de virulencia.  
 
 
3. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos en Acinetobacter baumannii.  
 Una de las características que hace de A. baumannii un patógeno nosocomial 
de notable importancia es su capacidad para desarrollar múltiples resistencias 
antibióticas, siendo MDR la mayoría de las cepas clínicas que se aíslan en la 
actualidad. Los mecanismos que contribuyen a este fenotipo de multirresistencia son 
variados: reducción de la permeabilidad de las proteínas de membrana externa, 
sobreexpresión de bombas de eflujo y adquisición de elementos genéticos portadores 







Tabla 2. Mecanismos de resistencia de A. baumannii. 
Grupo antibiótico Mecanismo de resistencia Ejemplos 
β-lactámicos Inactivación enzimática β-lactamasas (AmpC, TEM, VEB*, PER, 
CTX-M, SHV) 
Carbapenemasas (OXA-23, -40, -51, -58 
-143-like; VIM, IMP, NDM-1; -2, ADC-68) 
Expresión reducida de 
proteínas de membrana 
externa 
CarO, 33–36 kDa, OprD-like  
Alteración en la expresión de 
las PBPs 
PBP2 
Bombas de eflujo AdeABC 
Fluorquinolonas Diana modificada Mutaciones en gyrA y parC 
Bombas de eflujo AdeABC, AdeM 
Aminoglucósidos Enzimas modificadoras de 
aminoglucósidos 
AAC, ANT, APH 
Bombas de eflujo AdeABC, AdeM 
Metilación ribosomal ArmA 
Tetraciclinas Bombas de eflujo AdeABC, TetA, TetB 
Protección ribosomal TetM 
Glicilciclinas Bombas de eflujo AdeABC 
Polimixinas 
(colistina) 
Diana modificada Mutaciones en PmrA/B (modificación 
LPS), mutaciones en los genes de 
biosíntesis de LPS 




3.1 Importancia de la resistencia a carbapenemas en Acinetobacter baumannii.  
Imipenem ha sido la terapia estándar para A. baumannii. Sin embargo, desde el 
final del siglo XX, la frecuencia de las infecciones causadas por A. baumannii 
resistente a carbapenemas ha aumentado de manera alarmante (119). Como 
comentábamos en el epígrafe 1.4, esta resistencia se relaciona con un peor pronóstico 
de los pacientes con infecciones por A. baumannii, aunque en ocasiones no sea fácil 
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interpretar si ello es debido a la mayor probabilidad de un tratamiento incorrecto o a 
mayor virulencia de las cepas resistentes.  
 
3.2 Principales mecanismos de resistencia a carbapenemas en Acinetobacter 
baumannii. 
Entre los mecanismos de resistencia a imipenem descritos en A. baumannii se 
encuentran la síntesis de carbapenemasas, la disminución en la permeabilidad de la 
membrana externa causada por una disminución en la expresión de las porinas y la 
alteración en la expresión de las proteínas de unión a penicilina (PBPs). La producción 
de carbapenemasas es el mecanismo más común (120).  
 
 3.2.1 Carbapenemasas. 
En la mayoría de los casos, la resistencia a carbapenemas en A. baumannii 
está asociada con la síntesis de las oxacilinasas con actividad frente a este grupo de 
fármacos. En A. baumannii se han identificado cinco grupos filogenéticos de estas 
carbapenemasas: blaOXA-58, blaOXA-24/40, blaOXA-23, blaOXA-51/69 y la más 
recientemente descrita OXA-143 (55). Con una frecuencia inferior, se han descrito 
cepas productoras de metalo-β-lactamasas (MBL) tipo IMP, VIM, SIM y NDM 
(121)(122).  
La primera carbapenemasa en ser descrita fue blaOXA-23, a partir de un 
plásmido de un aislado de A. baumannii  en Escocia (123), seguida de blaOXA-24/40, 
que se describió en el genoma cromosómico de un aislado clínico español de A. 
baumannii (124). El tercer cluster de oxacilinasas adquiridas en ser descrito fue 
blaOXA-58; su gen suele encontrarse en plásmidos, lo que explica su amplia 
distribución por todo el mundo (125). La última en ser identificada fue blaOXA-143, a 
partir de una aislado de A. baumannii de Brasil (31). Experimentos con cepas knock-
out y plásmidos portadores de los genes de estas carbapenemasas han confirmado 
que estas confieren resistencia a carbapenemas, siendo de mayor nivel  para blaOXA-
23 y blaOXA-40 que para blaOXA-58 (127)(128).  
La carbapenemasa blaOXA-51 es constitutiva de A. baumannii: todos sus 
homólogos son codificados por el genoma bacteriano y están presentes en todas las 
cepas. Sin embargo, los niveles de expresión basal de blaOXA-51 no son suficientes 
para conferir resistencia a carbapenemas. La inserción de una secuencia ISAba1 (la 
más frecuente), ISAba9 o ISAba825 delante de blaOXA-51 aumenta su síntesis hasta 
niveles que sí generan resistencia a carbapenemas (129)(130)(131). En algunos 
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casos, a pesar incluso de este incremento, la expresión de OXA-51 por sí sola puede 
ser insuficiente para que las cepas alcancen resistencia a imipenem (121).  
Las MBL hidrolizan todos los β-lactámicos menos aztreonam (132). Estas 
carbapenemasas son mucho menos prevalentes que las oxacilinasas, pero confieren 
una actividad hidrolítica de carbapenemas notablemente superior (120). Con 
excepción de las NDM, las MBL típicamente se identifican dentro de integrones de 
clase 1 que contienen un array of resistance gene cassettes, que normalmente 
incluyen algunos determinantes de resistencia a aminoglucósidos (133). Todas las 
MBL se han descrito igualmente en otros bacilos gramnegativos, fundamentalmente P. 
aeruginosa y enterobacterias. IMP fue la primera en ser identificada y, de todas las 
variantes que existen, se han identificado 8 en A. baumannii  (IMP-1, -2, -4, -5, -6, -8, -
11 y -19) (134). VIM tiene mayor afinidad por las carbapenemas que IMP. Se han 
descrito cinco variantes en A. baumannii (VIM-1, -2, -3, -4 y -11), especialmente en 
países europeos y asiáticos (134). Hasta la fecha, solo se ha descrito una variante de 
SIM (SIM-1) en una cepa de A. baumannii en 2005; su actividad es similar a la de IMP 
y VIM (134). NDM ha sido la más recientemente detectada. Se describió inicialmente 
en aislados de Klebsiella pneumoniae y E. coli de un viajero procedente de India (135). 
De la misma forma que otras, esta MBL confiere resistencia a todos los β-lactámicos 
menos aztreonam. Se describió por primera vez en A. baumannii en 2010, a partir de 
una cepa clínica de Nueva Delhi que también contenía blaOXA-23 y armA (122). 
Posteriormente se describió NMD-2 en un aislado de A. baumannii en Egipto, con 
similar configuración e igual actividad que NMD-1(134). 
En un estudio reciente se ha descrito por primera vez la carbapenemasa de 
clase C ADC-68 en un aislado de A. baumannii resistente a penicilinas, cefalosporinas 
y carbapenemas (136). 
Aunque la prevalencia es variable. La diseminación de las oxacilinasas es 
global. En cuanto a las MBL, son más infrecuentes, pero también se está produciendo 
una diseminación internacional con numerosas comunicaciones al año. En España, 
varios estudios multicéntricos realizados con aislados procedentes de distintos 
hospitales revelan que la resistencia de A. baumannii en nuestro medio se debe 
mayoritariamente a blaOXA-40 y blaOXA-58 (137)(138). Se ha descrito casos 
puntuales de A. baumannii productor de blaOXA-23 en hospitales españoles 
(139)(140)(141) y, hasta la fecha, ninguno de MBL. Las cepas de A. baumannii 
portadoras de blaOXA-143(126) cuentan aun con un número de casos mundial muy 
reducido y ninguno declarado en España. 
 27 
 3.2.2 Cambios en la permeabilidad de membrana. 
La disminución en la permeabilidad de la membrana externa por una reducción 
en la expresión de porinas es el segundo mecanismo en frecuencia que confiere 
resistencia a carbapenemas en A. baumannii. No obstante, se suele presentar 
asociado a otros mecanismos. Aunque no es bien conocido, se han descrito varias 
proteínas de la membrana externa con funcionamiento de porinas asociadas a 
resistencia a carbapenemas: la proteína 33-36 kDa, la 25-29 KDa CarO y OprD-like 
(142). CarO es la mejor descrita, tiene dos isoformas (CarOa y CarOb) y se relacionó 
con la resistencia a imipenem y meropenem en el primer estudio que la identificó en A. 
baumannii (143). Posteriormente, al profundizar en su estudio, se han descrito varios 
subtipos, así como la existencia de un sitio de unión con alta afinidad para imipenem, 
que es más específico en el subtipo CarOb (144). El mecanismo por el que una 
reducción en el número de CarO en la membrana externa de A. baumannii reduce la 
sensibilidad a meropenem no se ha llegado a identificar hasta el presente.  
 
 3.2.3 Alteración en la expresión de las PBP. 
La alteración en la expresión de PBPs también se ha descrito como un 
mecanismo de resistencia a carbapenemas no enzimático, aunque no ha sido 
caracterizado completamente. Su contribución al nivel global de resistencia a 
carbapenemas suele ser marginal. En estudios ya antiguos, la resistencia de algunas 
cepas de A. baumannii a carbapenemas se ha asociado a la sobreexpresión de PBP 
con baja afinidad por las carbapenemas en ausencia de otro mecanismo de resistencia 
conocido (145). En cambio, en un trabajo reciente de Fernández-Cuenca et al. (146) 
se describieron doce patrones distintos de expresión de PBPs en aislados clínicos de 
A. baumannii con resistencia a imipenem. La expresión reducida de PBP2 se asoció 
con resistencia a carbapenemas. 
 
 3.2.4 Sistemas de expulsión activa: bombas de eflujo. 
 La contribución de las tres bombas de eflujo identificadas en A. baumannii 
(AdeABC, AdeIJK y AdeFGH) a la resistencia a β-lactámicos en general y a 
carbapenemas en particular no ha sido bien caracterizado. Wong et al. (147) 
mostraron que que la disrupción de adeB en tres cepas de A. baumannii alteraba 
significativamente la sensibilidad a meropenem pero no a imipenem y, más 
recientemente, Roca et al. caracterizaron una bomba AdeABC-type en un aislado de 
A. nosocomialis, que era capaz de expulsar monobactams, cefalosporinas de tercera 
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generación, cefoxitina y meropenem pero, de nuevo, no imipenem (148). En general, la 
expulsión activa de carbapenemas puede producir pequeños incrementos de CMI, 
pero un alto nivel de resistencia solo se puede alcanzar con la combinación con 
mecanismos de resistencia adicionales.  
 
4. Mecanismos de patogenicidad y virulencia de Acinetobacter baumannii. 
La mayoría de las infecciones y muertes asociadas a A. baumannii se 
producen, como hemos visto antes, en pacientes que ya están gravemente enfermos 
por otra causa, han recibido antibioterapia y han adquirido esta bacteria en el hospital. 
Estos datos contribuyen a que A. baumannii sea considerado un microorganismo 
menos virulento que otros bacilos gramnegativos como P. aeruginosa o K. 
pneumoniae (149). Sin embargo, la capacidad patógena de A. baumannii precisa de 
múltiples factores de virulencia, necesarios para que esta bacteria colonice o infecte 
eficientemente al huésped. A pesar de la importancia clínica y la diseminación global 
de A. baumannii, han existido muy pocos estudios, hasta hace escasos años, sobre 
los factores de virulencia de A. baumannii y la respuesta del huésped a la infección 
(150). Esta tendencia está cambiando, gracias en parte a la disponibilidad de 
secuencias genómicas completas y de técnicas moleculares que permiten manipular el 
genoma bacteriano, así como al ensayo con modelos animales (118).  
Considerando que A. baumannii es un microorganismo multirresistente, la 
identificación de sus mecanismos de patogenicidad y sus factores de virulencia podría 
contribuir al desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas para el control de las 
infecciones por A. baumannii. 
  
4.1  Adherencia y formación de biofilm. 
 A. baumannii tiene la capacidad de adherirse a todo tipo de superficies inertes 
y biológicas, entre las que se encuentran los epitelios humanos o filamentos de 
Candida albicans (151). Esta adherencia es variable en distintos aislados clínicos, 
habiéndose encontrado que las cepas pertenecientes al clon europeo II se adhieren 
mejor al epitelio bronquial que las pertenecientes al clon europeo I (151). La 
adherencia a las células del huésped representa el paso inicial de la colonización o 
infección. En muchas ocasiones, el biofilm se forma en la superficie de dispositivos 
médicos como tubos endotraqueales, catéteres endovasculares o sondas vesicales, 
manteniéndolos como reservorios y origen de posteriores infecciones. La capacidad de 
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producción de biofilm y la de adherencia a células epiteliales no se correlacionan en 
aislados clínicos de A. baumannii, lo que hace presumir que los mecanismos 
implicados en la regulación de ambas formas de colonización son diferentes (152). 
Generalmente, durante la colonización de superficies biológicas o inertes, la 
bacteria forma microcolonias que resultan en una comunidad altamente estructurada 
conocida como biofilm. Este se constituye como una estructura tridimensional 
compleja formada por múltiples bacterias en contacto íntimo unas con otras, asociadas 
con la superficie sobre la que se forma el biofilm, y encajadas en una matriz polimérica 
de carbohidratos, ácidos nucleicos, proteínas y otras macromoléculas (153). Algunos 
aislados clínicos de A. baumannii tienen la capacidad de formar biopelícula en la 
superficie de medios líquidos (154).  
La producción de biofilm confiere a las bacterias una serie de ventajas  
respecto a sus homólogos en forma planctónica, proporcionando una organización 
estructural que las hace resistentes a los mecanismos de defensa del huésped, tales 
como opsonización, lisis por complemento y fagocitosis (155). El biofilm permite, 
además, sobrevivir durante largos periodos de tiempo a la desecación y la falta de 
nutrientes (156)(157), como se muestra en los datos de Espinal et al. (157), quienes 
encontraron que la supervivencia sobre vidrio de cepas de A. baumannii productoras y 
no productoras de biofilm fue significativamente superior en las primeras (36 vs. 15 
días, respectivamente). Diversos estudios revelan además que las bacterias en biofilm 
son más resistentes a los antibióticos que las bacterias libres. Lee et al. (158)  
mostraron una relación directa entre la expresión de la betalactamasa PER-1 y la 
capacidad de adhesión y de producir biofilm sobre células epiteliales de cepas clínicas 
de A. baumannii multirresistentes (158). 
 La formación de biofilm sobre superficies inertes es bastante variable entre 
distintos aislados de A. baumannii, sin que exista una correlación aparente entre la 
naturaleza de los diferentes tipos de sustrato y las propiedades de la superficie 
bacteriana (154). Además, existen variaciones significativas tanto en la cantidad de 
biofilm que se forma en las superficies inertes como en la disposición que adoptan las 
células que lo conforman. En algunos casos, son simples monocapas de bacterias, 
mientras que en otros se disponen en complejas estructuras multi-capa encajadas en 
la matriz extracelular (154). No obstante, la formación de biofilm puede estar 
influenciada por diferentes factores, como la disponibilidad de nutrientes, los 
componentes de la superficie bacteriana, el quorum sensing o la secreción de 
macromoléculas. Complejas redes reguladores se encargan de expresar productos 
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relacionados con la generación de biofilm en respuesta a señales del medio externo 
(118)(134).  
 Se han identificado distintos mecanismos genéticos y celulares relacionados 
con la capacidad de formar biofilm y de adherirse a superficies inertes de A. 
baumannii. A este respecto, Tomaras et al. (159) demostraron en la cepa ATCC 19606 
de A. baumannii que su capacidad para formar pili y adherirse y formar biofilm 
dependía de la expresión del gen csuE, un componente del complejo de las 
chaperonas (chaperone-usher complex) CsuA/BABCDE, importante para el 
ensamblaje y producción de pili relacionados con la adhesión a superficies. La 
inactivación de csuE en esta cepa abolía la producción de pili y la formación de biofilm, 
sugiriendo que aquellos juegan algún papel en los pasos iniciales de formación de 
este. La expresión de este operón está controlada por un sistema regulador que 
incluye una sensor kinase codificada por bfmS y un regulador de la respuesta 
codificado por bfmR. La inactivación de bfmR resulta en una pérdida de expresión del 
operón csuA/BABCDE y pérdida de producción de pili y formación de biofilm (160). En 
cambio, la inactivación del gen de bfmS produce como resultado la disminución, pero 
no abolición, de la formación de biofilm sobre superficies inertes (160), pero abole la 
adhesión a células eucariotas (161). El operón CsuA/BABCDE está muy diseminado, 
por lo que estos pili podrían ser un factor relacionado con la formación de biofilm 
frecuente en aislados clínicos, pero además de ellos, de Breij et al. (156) encontraron 
que A. baumannii ATCC19606 produce pili independientes de CsuA/BABCDE, que 
podrían estar implicados en la adherencia de la bacteria a superficies biológicas, como 
las células respiratorias humanas. Más recientemente, se ha observado que la cepa A. 
baumannii ATCC 17978, que no produce CsuA/B (subunidad de los pili mediados por 
CsuA/BABCDE), forma estructuras de biofilm mucho más finas que la ATCC 19606 
(118). 
 Se han identificado también mecanismos no relacionado con los pili. Loehfelm 
et al. describieron un ortólogo de la proteína estafilocócica asociada al biofilm (Bap) en 
la cepa de A. baumannii 307-0294. La inactivación del transposon de esta proteína 
implicada en las interacciones célula-célula resulta en una desestabilización del biofilm 
maduro en todo tipo de superficies (162). El análisis por microscopía electrónica de 
Bap ha mostrado que esta proteína es necesaria para la estructura tridimensional del 
biofilm y para formar canales de agua(163). Goh et al. (164) mostraron que el gen que 
codifica Bap es muy prevalente (90% de las cepas estudiadas), tras analizar múltiples 
cepas de distintos linajes. El desarrollo y maduración del biofilm también depende de 
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sistemas de O-glicosilación y de la capacidad de producir y segregar poli- β-1,6-N-
acetilglucosamina (165)(166). 
 La mayoría de estudios sobre mecanismos asociados a la formación de biofilm 
están realizados con superficies inertes, estando mucho menos investigados los que 
explican la capacidad de A. baumannii de adherirse a superficies biológicas. Se 
conoce que en el proceso de adherencia de A. baumannii a células epiteliales y 
filamentos de C. albicans está implicada la proteína de membrana externa OmpA 
(167). La interacción entre la ATCC 19606 y filamentos de C. albicans es 
independiente del sistema de pili mediados por el sistema csu (118). Estos datos 
sugieren que no hay relación directa entre la capacidad de formación de biofilm en 
superficies inertes y biológicas.   
 Una de las principales limitaciones para conocer los mecanismos genéticos 
responsables de la formación de biofilm es la gran variabilidad que existe entre cepas, 
lo que debe ser tenido en cuenta para interpretar los resultados de estudios realizados 
sobre cepas diferentes. 
   
4.2 Motilidad en superficie y adherencia. 
A. baumannii fue inicialmente descrito como una bacteria no móvil debido a su 
carencia de flagelos, lo que le impediría “nadar” en medios líquidos como hacen otras 
especies bacterianas (168). Posteriores estudios de secuenciación del genoma de A. 
baumannii han corroborado la ausencia de genes relacionados con los flagelos. Sin 
embargo, A. baumannii se disemina rápidamente por las superficies y se ha 
comprobado que algunas cepas tienen la capacidad de moverse en la superficie de 
medios semi-sólidos (Figura 1).  
Aunque no existe una evidencia experimental directa, se cree que este tipo de 
motilidad está mediada, al menos en parte, por extensión y retracción de pili tipo IV 
(169), análogamente a lo que ocurre con A. calcoaceticus, en el que la presencia de 
fimbrias se relaciona con su motilidad (170). Esta hipótesis se encuentra apoyada por 
varias evidencias experimentales. Se han detectado genes relacionados con el 
ensamblaje y funcionamiento de los pili IV tras secuenciar distintas cepas de A. 
baumannii (171). Estos autores demostraron además una correlación positiva entre el 
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Figura 1. Motilidad en superficie de A. baumannii sobre medio semi-sólido. Las 
suspensiones contenían a) la cepa ATCC 19606 (no móvil) y b-d) distintos aislados clínicos 
clonalmente distintos.  
 
grado de conservación de la secuencia del gen que codifica la subunidad pilA y el 
fenotipo de motilidad que exhibían las cepas (171). En otro estudio, Clemmer et al. 
(172) encontraron que la inactivación del gen pilT, que codifica una ATPasa 
relacionada con la retracción de los pili en otras bacterias (173), se asoció una 
reducción del 54% de la motilidad en una cepa de A. baumannii. No obstante, el hecho 
de que aún persistiera una cierto grado de motilidad sugiere que existen otros 
mecanismos responsables diferentes a los pili, aún no bien identificados. Wilharm et 
al. encontraron que A. baumannii adquiere ADN del medio durante el movimiento 
sobre las superficies. Esta es una de las principales características de A. baumannii: la 
adquisición e integración de ADN, que le permiten desarrollar fácilmente resistencias 
antibióticas. Según los resultados de este estudio, ambos mecanismos dependerían 
del correcto funcionamiento de los pili IV (174). 
La motilidad de A. baumannii es un fenotipo lábil que se ve muy influenciado 
por las condiciones del medio externo. En estudios in vitro, solamente se produce 
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sobre medios semisólidos, y disminuye según aumenta la concentración de agar o 
agarosa en los medios de cultivo (154)(172). La disponibilidad de hierro libre en el 
medio (171), la densidad celular o la luz también influyen significativamente sobre la 
motilidad (172). 
Si la motilidad tiene o no un rol significativo en la patogenicidad o virulencia de 
A. baumannii en el huésped humano es una cuestión por aclarar. No todos los 
aislados clínicos de A. baumannii  la presentan cuando se analiza in vitro y faltan 
datos de modelos animales que puedan esclarecer las posibles diferencias entre 
cepas con y sin motilidad.  
 
4.3 Adquisición de hierro. 
Debido a la escasez de hierro férrico en los medios biológicos, un ión 
fundamental para el crecimiento bacteriano, la mayoría de las bacterias aerobias han 
desarrollado sistemas de alta afinidad de captación de hierro, que fundamentalmente 
incluyen la producción, emisión al medio y recaptación de quelantes conocidos como 
sideróforos (175). A. baumannii puede adquirir iones en estado férrico a través de 
sideróforos, siendo acinetobactina el sistema mejor caracterizado (176)(177)(178). 
Análisis genómicos recientes sugieren, no obstante, que A. baumannii podría contener 
más de un locus implicado en la biosíntesis de sideróforos, como sugieren algunos 
análisis genómicos (169)(179). Se ha demostrado además que A. baumannii tiene la 
capacidad de utilizar el grupo hemo como fuente de hierro (180), así como sistemas 
para captar y utilizar iones en estado ferroso (66).  
Respecto a la relación entre la captación de hierro y la capacidad de producir 
infección, un estudio mostró que el sistema mediado por acinetobactina juega un papel 
crítico en la capacidad de A. baumannii ATCC 19606 de persistir, causar daño celular 
y muerte animal utilizando modelos con células humanas epiteliales, con Galleria 
mellonella y con ratón, indicando que las funciones de adquisición de hierro juegan un 
papel crítico en la virulencia (181). La escasez de hierro en forma férrica en el medio 
estimula la producción de sideróforos. En el estudio llevado a cabo por Modarresi et al. 
(182) con cepas clínicas, esta escasez también estimulaba a otros factores de 
virulencia, incluida la producción de biofilm, ayudando a que el microorganismo 
sobreviviera en situaciones de escasez de nutrientes. En cambio, esta asociación no 
es constante, como demuestran los resultados de otros autores.  
No existe hasta la fecha ningún estudio que relacione la capacidad de captar 
hierro con los mecanismos de resistencia a imipenem. Este mecanismo, o bien si el 
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resto de sistemas de adquisición de hierro se relacionan con la virulencia o 
proporcionan ventajas ecológicas para la persistencia de Acinetobacter en nichos 
determinados, son cuestiones interesantes pendientes de respuesta (11).  
 
4.4 Hemolisinas. 
A. baumannii se ha clasificado históricamente como una bacteria no hemolítica, 
probablemente por su incapacidad para producir hemólisis en eritrocitos de bovino, 
contenidos en los medios de cultivo con sangre habituales (90). No obstante, en 
ensayos hechos con medios con sangre de caballo, algunas cepas de A. baumannii 
presentan actividad hemolítica (184). Esto se correlaciona con la presencia de varios 
genes codificantes de hemolisinas encontrados en las cepas de A. baumannii 
secuenciadas hasta la fecha, aunque su impacto en la virulencia y la patogenicidad de 
Acinetobacter en el huésped humano no está determinada.  
 
4.5 OmpA. 
El factor de virulencia mejor caracterizado para A. baumannii hasta la fecha es 
la proteína de membrana externa OmpA. La primera evidencia de que la proteína 
OmpA contribuye a la virulencia se obtuvo de una random transposon mutagenesis 
screen que detectó que las cepas de A. baumannii mutantes con un déficit de OmpA 
no eran capaces de inducir la apoptosis de células epiteliales de laringe humana como 
sus homólogos salvajes (185). En este estudio, se localizó además OmpA purificada 
en la mitocondria, donde induce la apoptosis a partir de la liberación de moléculas 
proapoptóticas del citocromo c y del factor inductor de la apoptosis, sugiriendo que 
esta podría ser la vía mediante la que A. baumannii induce daño en las células 
epiteliales humanas durante la infección.  
Esta proteína juega un papel en la formación de biofilm, así como en la 
adherencia e invasión de células epiteliales, pudiendo participar en la diseminación de 
A. baumannii durante la infección, como se ha demostrado en modelos animales con 
ratón (186). Su contribución a la formación de biofilm y la motilidad podría facilitar la 
persistencia y supervivencia de A. baumannii como se ha mencionado previamente 
(167)(160). Igualmente, OmpA juega un papel en la adherencia e invasión de células 
epiteliales, lo que puede contribuir a la diseminación de A. baumannii durante la 
infección. La carga bacteriana en sangre de ratones con neumonía por A. baumannii 
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inducida experimentalmente fue significativamente mayor en ratones infectados con 
una cepa salvaje que en aquellas infectados con un mutante (186).  
La proteína OmpA contribuye asimismo a la capacidad de Acinetobacter de 
persistir y crecer en suero humano, ya que interacciona con los inhibidores solubles de 
la vía alternativa del complemento, permitiendo a la bacteria evitar la lisis mediada por 
el complemento (187). No obstante, es poco probable que OmpA sea el único factor 
que contribuye a la resistencia sérica, ya que diferentes cepas de A. baumannii, que 
contenían genes putativos de ompA, tienen diferentes capacidades de crecimiento y 
supervivencia en el suero humano (184). 
Debido a las múltiples funciones de OmpA en la patogénesis de A. baumannii, 
constituye una diana atractiva para el desarrollo de nuevos tratamientos y estrategias 
preventivas.  
A pesar, no obstante, de sus múltiples funciones en la patogénesis y virulencia 
de A. baumannii, la relación entre la expresión de ompA en cepas clínicas y la 
capacidad para producir infección, especialmente bacteriemia dado su efecto sobre la 
supervivencia en suero, no ha sido determinada. 
 
4.6. Otros mecanismos. 
 Como se ha comentado previamente, no todos los mecanismos precisos 
implicados en el establecimiento y progresión de las infecciones producidas por 
Acinetobacter están claros. Además de los mencionados, los principales mecanismos 
conocidos hasta la fecha son: 
 a) La presencia del lipopolisacárido (LPS) de la pared celular y el lípido A, 
comunes a otros bacilos gramnegativos, es responsable de producir en modelos 
experimentales toxicidad letal en ratones y fiebre elevada en conejos (188). La 
producción de endotoxina in vivo es probablemente la responsable de los síntomas 
que ocurren durante la sepsis por Acinetobacter. El LPS actúa sinérgicamente con los 
exopolisacáridos capsulares, y se ha visto que está envuelto en la resistencia al 
complemento en el suero humano. Aproximadamente el 30% de las cepas de 
Acinetobacter producen exopolisacáridos que se cree que protegen a la bacteria de las 
defensas del huésped. Estudios experimentales sugieren que cepas productoras de 
exopolisacáridos son más patógenas que las no productoras (189). En un modelo con 
ratón, se ha demostrado que el LPS de A. baumannii es el principal componente 
inmunoestimulador que activa la respuesta inflamatoria durante la neumonía (31).  
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 b) La producción de distintas enzimas que pueden dañar el tejido graso, como 
la fosfolipasa D y la fosfolipasa C (184).  
 c) La presencia de una cápsula formada por L-rhamnosa, D-glucosa, D-
glucuronato y D-manosa, que hace a la superficie más hidrofílica (190)(191). 
 d) El quorum sensing, un mecanismo regulador en bacilos gramnegativos 
implicado en importantes funciones bacterianas, tales como formación de biofilm y 
biosíntesis de enzimas, antibióticos y factores de virulencia extracelulares (192). En 
cepas clínicas de Acinetobacter se han descrito 4 moléculas señales diferentes de 
quorum sensing. Esto podría estar implicado en un mecanismo de autoinducción de 
múltiples factores de virulencia (189), y podría ser responsable del control de varios 
procesos metabólicos, incluyendo la formación de biofilm (189). 
 e) Las vesículas de membrana externa, de unos 200 nm, están compuestas por 
lipopolisacáridos, proteínas de membrana externa, lípidos y ácidos nucleicos. Estas 
vesículas, liberadas durante el crecimiento celular, participan en el quorum sensing, 
transportan factores de virulencia, inhiben la maduración de los macrófagos y 
transfieren material genético (193). OmpA es un componente importante de estas 
vesículas (186).  
 d) Las penicillin binding proteins (PBPs), enzimas que catalizan la síntesis de 
peptidoglucano, el componente principal de la pared celular, son necesarias para el 
crecimiento y mantenimiento celular. Aunque su papel no está totalmente aclarado, 
contribuyen a la resistencia de A. baumannii a la lisis por el complemento (134).  
 
4.7. Importancia clínica de los mecanismos de virulencia. 
 La mayoría de los estudios realizados sobre factores de virulencia de A. 
baumannii son, como se ha comentado, estudios in vitro destinados a identificar 
factores concretos y determinar su mecanismo de actuación. Tenemos hasta la fecha 
poca información del impacto clínico sobre pacientes de la infección por aislados con 
mecanismos de patogenicidad y virulencia concretos. Algunos datos reflejan, no 
obstante, cómo la variabilidad en estos mecanismos puede determinar el pronóstico 
clínico. En el estudio de Nutman et al. (54), uno de los factores que se relacionó con la 
mortalidad de la bacteriemia fue el clon de A. baumannii que la produjo, lo que hace 
suponer que existen diferencias en la virulencia de los distintos clones. 
Un estudio recientemente publicado describe un clade de A. baumannii de 
comportamiento clínico altamente virulento, ya que produjo un brote con un 100% de 
mortalidad en seis pacientes, la mayoría de ellos sin inmunodepresión importante 
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(149). Aunque se trataba de aislados extremadamente resistentes, todos los pacientes 
recibieron tratamiento dirigido apropiado. Este clade pertenecía al clon MLST ST10, 
relativamente infrecuente. A pesar  de estar genéticamente relacionadas y del 
comportamiento clínico similar, los aislados presentaban un genoma heterogéneo en 
cuanto a factores de virulencia y una virulencia en modelo de ratón variable.  
Es preciso profundizar en el conocimiento entre la relación entre factores de 
virulencia y repercusión clínica, para aclarar qué factores específicos se relacionan 
con el paso de colonización a infección y con la letalidad de las infecciones.  
  
5. Relación entre mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia, y 
mecanismos de resistencia.  
Existe un debate mantenido acerca de la virulencia de las bacterias 
multirresistentes en general y de Acinetobacter baumannii en particular, partiendo de 
la creencia común de que la adquisición de resistencia mediante mutaciones o 
adquisición de nuevos genes se asocia con un alto coste biológico en forma de 
pérdida de fitness  y virulencia (194)(195). Por ejemplo, Fernandez-Cuenca et al. 
(196), investigando la virulencia de un aislado de A. baumannii panresistente, 
encontraron asociación entre una virulencia atenuada y la baja expresión de los genes 
que codificaban las porinas CarO y OprD-like. Los autores atribuyeron la virulencia 
atenuada al coste biológico que produce la pérdida de ciertas proteínas de membrana 
externa. Sin embargo, los datos in vitro y procedentes de modelos animales no son 
homogéneos (56).  
Se han observado en diversos estudios procesos destinados a estabilizar el 
impacto de la adquisición de resistencias sobre el fitness, incluyendo evoluciones 
bacterianas en la que el coste de éste se ve aminorado por mutaciones adicionales sin 
la pérdida de la resistencia. Ejemplo de esto es el trabajo de Moya et al. (197), que 
observaron que la  posesión de varios genes ampD (ampDh2 y ampDh3) confiere a P. 
aeruginosa un mecanismo de resistencia a β-lactámicos biológicamente eficiente. En 
cuanto a A. baumannii, existen estudios que demuestran cambios en la expresión de 
proteínas al adquirir resistencia a colistina (94)(199), así como una disminución en el 
fitness bacteriano de la cepa resistente, pero poco es conocido aun sobre la influencia 
de los mecanismos de resistencia a imipenem sobre la virulencia y el fitness de A. 
baumannii. 
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 Dentro de los factores de virulencia descritos, la formación de biofilm y la 
proteína OmpA son los que ofrecen datos más sólidos de relación con la resistencia a 
carbapenemas. 
  
5.1. Producción de biofilm y resistencia a carbapenemas. 
 Las cepas de A. baumannii que se encuentra conformando un biofilm suelen 
presentar resistencia a antimicrobianos a los que son sensibles en su forma 
planctónica (200). Más allá de esta ventaja, existen algunos estudios en los que las 
cepas de A. baumannii productoras de biofilm, en su forma planctónica, presentaban 
un nivel más alto de resistencias que las no productoras (201)(202). La capacidad de 
formar biofilm de A. baumannii podría estar relacionada con la presencia y expresión 
de algunos mecanismos de resistencia antibiótica, como el gen blaPER-1. El papel de 
éste es controvertido. Mientras que Lee et al. (158) encontraron una correlación 
positiva entre el nivel de expresión de este gen, la cantidad de biofilm formado sobre 
plástico y la adherencia a células epiteliales, en el estudio de Rao et al. (203) solo 
algunas de las cepas estudiadas que portaban blaPER-1 presentaron mayor cantidad de 
biofilm comparadas con cepas sin dicho gen.  
 Con respecto a la resistencia a imipenem en Acinetobacter, varios trabajos han 
intentado relacionarla con la formación de biofilm. Wroblewska et al. (204) concluyeron 
que no había relación entre la resistencia a carbapenemas y la capacidad de formar 
biofilm, si bien es cierto que su muestra era pequeña (de 34 cepas estudiadas, siete 
eran resistentes). En otro estudio llevado a cabo por Rao et al. (203) tampoco se halló 
relación entre la formación de biofilm (que se produjo en 34 de 55 cepas estudiadas) y 
la resistencia a imipenem (el 100% de las cepas eran resistentes), aunque sí se asoció 
a resistencias a otros antibióticos como amikacina, cefotaxima, ciprofloxacino y 
aztreonam. En cambio, en el trabajo realizado por Rodríguez-Baño et al. (205) las 
cepas formadoras de biofilm (63% de las estudiadas) fueron menos resistentes a 
imipenem que las no formadoras (25% vs. 47%, p=0,04). Dada esta disparidad de 
resultados, es necesario profundizar en el conocimiento de la relación entre la 




5.2. OmpA y resistencia a carbapenemas. 
 A. baumannii posee una membrana externa muy poco permeable, 
característica que se relaciona directamente con su resistencia intrínseca a muchos 
antimicrobianos. A tenor de los resultados del estudio de Sugararawa et al. (206), 
OmpA es una porina lenta y la principal responsable de difusión inespecífica a través 
de la membrana externa de A. baumannii. No obstante, este mecanismo no afecta a la 
sensibilidad a imipenem, como mostró el estudio de Smani et al. (207), en el que 
mutantes knock-out sin expresión de ompA presentaron un incremento de la CMI de 
ácido nalidíxico, aztreonam y cloranfenicol, pero no de imipenem, tetraciclina, 
tigeciclina, eritromicina, trimetroprim, kanamicina y ceftazidima. En P. aeruginosa, cuya 
OprF tiene un comportamiento parecido a la OmpA de A. baumannii, imipenem utiliza 
el canal OprD para difundir dentro de la célula (208). A. baumannii parece utilizar un 
mecanismo similar, en el que está implicado la proteína de membrana externa CarO, 
según se mencionó antes, y posiblemente también otros canales no tipificados hasta la 
fecha (206)(209).  
 
En resumen, A. baumannii es un patógeno nosocomial que coloniza e infecta, 
fundamentalmente, a pacientes debilitados, con dispositivos invasivos y antibioterapia 
previa. La neumonía, especialmente la asociada a ventilación mecánica, y la 
bacteriemia, sobre todo la asociada a foco respiratorio, son las infecciones que 
ocasiona con mayor frecuencia este microorganismo. En un número importante de 
casos clínicos, se produce colonización sin llegar a desarrollar infección, no siendo 
conocida la relevancia clínica de la colonización respiratoria por A. baumannii. Existen 
resultados controvertidos en cuanto a la mortalidad atribuible de la neumonía asociada 
a ventilación mecánica por A. baumannii y de la relevancia en términos de mortalidad 
de las infecciones causadas por aislados resistentes a carbapenemas, que son 
mayoría en la actualidad. Aunque los factores que más se han asociado a desarrollo 
de infección clínica y a mortalidad en las infecciones por A. baumannii son aquellos 
relacionados con el huésped (situación basal debilitada y gravedad clínica), estudios 
recientes sugieren que diferencias en la virulencia de los aislados pueden explicar los 
disparejos resultados en términos de mortalidad de las distintas series. No obstante, 
existen pocos datos disponibles sobre la relación entre factores de virulencia y 
resultados clínicos. En el entorno actual de predominio de cepas extremadamente 
resistentes con resistencia a carbapenemas, la relación entre los mecanismos de 
resistencia a imipenem y los factores de patogenicidad y virulencia de A. baumannii 
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necesita ser bien caracterizada. Por todo lo anterior, diseñamos este proyecto en el 
que nos proponemos conocer diversos aspectos relacionados con las cepas de A. 
baumannii que producen colonización frente a las que producen infección en vías 
respiratorias y la capacidad de producir bacteriemia entre las que producen infección, 
así como la virulencia, relacionándolo con los mecanismos de resistencia a imipenem 

































































 1. La supervivencia de los pacientes adultos con ventilación mecánica en las 
unidades de cuidados intensivos y con aislamiento de A. baumannii en muestras 
respiratorias es igual en pacientes con y sin signos de infección respiratoria. 
 2. Las cepas de A. baumannii colonizantes en vías aéreas tienen factores de 
virulencia diferentes a las cepas causantes de infección. 
 3. La adquisición de cepas con factores de virulencia distintos tiene impactos 
clínico y pronóstico diferentes en pacientes con ventilación mecánica ingresados en 
las UCI. 
 4. Las cepas de A. baumannii con distintos mecanismos de resistencia a 































































 1. Evaluar la mortalidad asociada a la colonización de vías respiratorias por A. 
baumannii vs. la de las infecciones respiratorias por esta bacteria, con o sin 
bacteriemia, en los pacientes críticos con ventilación mecánica. 
 2. Comparar la presencia de determinados factores de virulencia entre las 
cepas clínicas colonizantes y productoras de infección: formación de biofilm, motilidad, 
expresión de ompA, adquisición de hierro y presencia de hemolisinas. 
 3. Evaluar la presencia de infección respiratoria, el desarrollo de bacteriemia y 
la mortalidad en los pacientes críticos con ventilación mecánica relacionados con la 
adquisición de cepas con distintos factores de virulencia bacteriana, anteriormente 
caracterizados. 
 4. Estudiar la asociación entre la presencia de mecanismos de resistencia a 
imipenem (baja expresión de porinas y presencia de carbapenemasas) y los factores 
























































4.1. OBJETIVO 1. Evaluar la mortalidad asociada a la colonización de vías 
respiratorias por A. baumannii vs. la de las infecciones respiratorias por esta bacteria, 
con o sin bacteriemia, en los pacientes críticos con ventilación mecánica. 
 4.1.1. Diseño.  
 Se ha realizado un estudio de cohortes, abierto, prospectivo, observacional y 
de base poblacional hospitalaria. Previamente al comienzo del estudio, se obtuvo la 
aprobación del Comité Ético del Hospital Universitario Virgen del Rocío. 
 4.1.2. Ámbito y población de estudio.  
 La población de estudio incluye a todos los pacientes adultos ingresados en las 
unidades de cuidados intensivos (UCIs) del Hospital Universitario Virgen del Rocío que 
requirieran ventilación mecánica invasiva (VM) mediante intubación orotraqueal. Este 
hospital consta de 1,251 camas, incluyendo 62 camas en las UCIs de adultos que se 
distribuyen entre una unidad médico-quirúrgica general (incluye cirugía cardiaca y 
trasplantes de corazón, riñón e hígado) y una unidad de traumatología, neurocirugía y 
quemados. En estas UCIs se producen 3.600-3.800 ingresos al año (3.683 ingresos de 
media en los últimos 4 años). 
 4.1.3. Periodo de estudio. 
 El periodo de inclusión ha sido de 17 meses. Se ha reclutado para el estudio a 
todos los pacientes que cumplían criterios de inclusión desde el 1 de Febrero de 2010 
hasta el 30 de Junio de 2011. 
 4.1.4. Criterios de inclusión y exclusión. 
 4.1.4.1. Criterios de inclusión. 
 Eran candidatos a participar en el estudio todos los pacientes ingresados en 
UCI con edad igual o superior a 18 años, que precisaran VM durante al menos 48 
horas. Se requería firma del consentimiento informado del estudio por parte de sus 
familiares. 
 4.1.4.2. Criterios de exclusión. 
 Se excluyeron aquellos pacientes con traqueostomía previa, fibrosis quística o 
ventilación mecánica crónica. 
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 4.1.5. Definiciones.   
 4.1.5.1. Definición de caso. 
 Se incluyeron a los pacientes en la cohorte cuando presentaron al menos un 
aislamiento de A. baumannii en cultivo del aspirado traqueo-bronquial (ATB) durante el 
periodo de estudio, independientemente de la concentración del aislado en la muestra.  
 4.1.5.2. Definición de los diagnósticos de colonización de vías 
respiratorias y neumonía asociada a ventilación mecánica. 
 El diagnóstico inicial lo realizaron los médicos responsables de cada paciente. 
Posteriormente, el diagnóstico fue revisado por la doctorando y clasificado de forma 
definitiva en NAVM o colonización de vías respiratorias según los criterios CPIS (210) 
(Tabla 1): aquellos pacientes con una puntuación igual o superior a 6, con aislamiento 
de A. baumannii en ATB en el plazo de 72 horas antes o después de la fecha del 
diagnóstico, fueron clasificados como NAVM. Los que no cumplieron criterios de 
NAVM, fueron clasificados como colonización de vías respiratorias por A. baumannii. 
 
 Tabla 3. Criterios CPIS para el diagnóstico de NAVM. 
Criterios Puntuación 
Temperatura  
           36,1-38,4ºC 0 
 38,5-38,9ºC 1 
 ≤36->38,9ºC 2 
Secreciones traqueales  
 Ausencia 0 
 No purulentas 1 
 Purulentas 2 
Oxigenación (pO2/FiO2)  
 >240 0 
 <240 sin SDRA 2 
Leucocitos/ml  
 4.000-11.000 0 
 <4.000 o >11.000 1 
 Formas en cayado >50% 2 
Radiografía de tórax  
 Sin infiltrados 0 
 Infiltrado difuso 1 
 Infiltrado localizado 2 
Cultivo muestra respiratoria  
 Positivo ≤105 UFC/ml 0 
 Positivo ≥106 UFC/ml  1 
 Misma bacteria que en 





 4.1.6. Fuentes de información. 
 Se pueden diferenciar dos etapas en la recogida de información. 
 4.1.6.1. Identificación de casos. 
 Se realizó una búsqueda activa los días laborables de todas las semanas del 
periodo de estudio mediante entrevista diaria con los médicos responsables de las 
UCIs para identificar a los posibles candidatos. Tras la obtención del consentimiento 
informado, se procedía a recoger los datos basales y tomar una muestra de ATB para 
cultivo, y se iniciaba el seguimiento.  
 4.1.6.2. Recogida de información. 
 Se realizó a partir del análisis de la historia clínica de los pacientes mediante 
un formulario estandarizado. En caso de valores faltantes o dudosos, se procedía a 
entrevista con el médico responsable. 
 4.1.6.3. Seguimiento de los casos. 
 Los pacientes fueron seguidos hasta transcurridos 30 días desde la fecha de 
inclusión, o hasta la muerte o la extubación si se produjeron antes. El seguimiento 
incluía una extracción de ATB para cultivo cada 3 días y recogida de información. Si en 
alguna de estas muestras se aislaba A. baumannii, el paciente era definitivamente 
incluido en la cohorte. Todas las decisiones clínicas eran tomadas por los médicos 
responsables de los pacientes, incluida la extracción de otras muestras biológicas, 
como los hemocultivos, y la prescripción de tratamiento antibiótico.   
 4.1.7. Variables y protocolo de recogida de datos.  
 Se diseñó un formulario de recogida de datos que incluía las variables a 
continuación especificadas con sus correspondientes categorías y que fue 
cumplimentado por el equipo de trabajo a partir de las fuentes de información 
descritas.  
 4.1.7.1. Variables demográficas basales. 
 - Fecha de inclusión. 
 - Fecha de ingreso en UCI. 
 - Fecha de intubación.  
 - Edad (años). 
 - Sexo. 
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 4.1.7.2. Variables clínicas. 
 a) Variables recogidas a su ingreso en el estudio: 
 - Diagnóstico que motiva su ingreso en UCI: estos diagnósticos se recogieron 
según la definición literal de los médicos responsables de cada paciente. 
Posteriormente fueron categorizados siguiendo la clasificación de Knauss (211). 
 - Gravedad clínica al ingreso en UCI: mediante el score APACHE II (212). 
 - Comorbilidades previas al ingreso en UCI: mediante el índice de Charlson 
(213).  
 b) Variables recogidas durante el seguimiento: 
 - Diagnóstico respecto al aislamiento de A. baumannii: diagnóstico de 
colonización de vías respiratorias o NAVM, según los criterios descritos, y fecha del 
mismo. En caso de que el paciente tuviera una bacteriemia por A. baumannii 
concomitante al diagnóstico de NAVM, se recogió este hecho, así como la fecha del 
mismo. 
 - Antibioterapia recibida, especificando fármacos, dosis, vía, fecha de inicio y  
fecha de finalización. En los pacientes con NAVM por A. baumannii, se clasificó la 
antibioterapia como apropiada o inapropiada en función de su actividad in vitro frente a 
los aislados de A. baumannii. 
 - Desarrollo de shock séptico de cualquier origen: se utilizaron los criterios 
estándar de shock séptico (214). 
 - Desarrollo de fracaso renal agudo de cualquier causa: se utilizaron los 
criterios AKIN (215). 
 - Resultados de los cultivos de ATB, especificando la fecha de toma de la 
muestra, el resultado, los microorganismos aislados en los cultivos positivos y la 
concentración de microorganismos expresada en log10 UFC/ml.  
 c) Variables recogidas tras finalizar el seguimiento: 
 - Mortalidad: definida como muerte por cualquier causa en los primeros 30 días 
tras el primer aislamiento en ATB de A. baumannii en los pacientes colonizados y 
muerte en los primeros 30 días tras el diagnóstico de NAVM por A. baumannii en los 
pacientes con NAVM. 
 - Estancia en UCI: número de días transcurridos desde el primer aislamiento en 
ATB de A. baumannii hasta el día de alta de UCI. No se recogió en los pacientes que 
fallecieron durante el ingreso en UCI. 
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 - Estancia hospitalaria: número de días transcurridos desde el primer 
aislamiento en ATB de A. baumannii hasta el día del alta hospitalaria. No se recogió en 
los pacientes que fallecieron durante el ingreso en el hospital. 
 
4.2. OBJETIVOS 2 Y 3 
 
OBJETIVO 2: Comparar la presencia de determinados factores de virulencia entre las 
cepas clínicas colonizantes y productoras de infección: formación de biofilm, motilidad, 
expresión de ompA, adquisición de hierro y presencia de hemolisinas. 
 
OBJETIVO 3: Evaluar la presencia de infección respiratoria, el desarrollo de 
bacteriemia y la mortalidad en los pacientes críticos con ventilación mecánica 
relacionados con la adquisición de cepas con distintos factores de virulencia 
bacteriana, anteriormente caracterizados. 
 
 4.2.1. Procesamiento de las muestras y cultivos cuantitativos. 
 4.2.1.1. Procesamiento inicial de las muestras de ATB. 
 Todas las muestras de ATB se remitían de manera inmediata tras su toma al 
Laboratorio de Microbiología Clínica del Hospital Universitario Virgen del Rocío. Allí 
eran procesadas según el protocolo habitual, cuyo primer paso es tinción de Gram de 
frotis de la muestra y cuantificación del número de células epiteliales y de 
polimorfonucleares por campo para evaluar la calidad de la misma.  
 4.2.1.2. Cultivos cuantitativos. 
 Para el recuento bacteriano de las muestras obtenidas, se realizaron diluciones 
seriadas en PBS (Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich Química S.L., Madrid) y 
posterior siembra en placas de agar-sangre (Francisco Soria Melguizo S.A., Madrid). 
En el caso en el que la consistencia de la muestra no fuera la adecuada para realizar 
las diluciones y siembras, éstas fueron diluidas con Sputasol (Oxoid S.A., Madrid) y la 
dilución realizada fue tenida en cuenta en el recuento final. La concentración 
bacteriana se expresó en logaritmo decimal de unidades formadoras de colonias por 
mililitro de muestra (Log UFC/ml). 
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 4.2.1.3. Procesamiento de los hemocultivos. 
 Todos fueron procesados mediante el sistema BACTEC NR860™ (Becton 
Dickinson, Cockeysville, Md.) en el Laboratorio de Microbiología Clínica del Hospital. 
 
 4.2.1.4. Identificación de los aislados. 
 La identificación de los aislados se realizó mediante alguna de siguientes 
técnicas: a) tests bioquímicos automatizados con el sistema multitest MicroScan 
WalkawayTM (Baxter HC, West Sacramento, California), b) MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorption ionization–time-of-flight), utilizando un biotyper MALDI 
(Bruker Daltonics®). 
 4.2.1.5. Selección de aislados de Acinetobacter baumannii.  
 Se seleccionaron para los experimentos pertenecientes a este objetivo el 
primer aislado obtenido en una muestra de ATB en cada paciente. En aquellos 
pacientes que estuvieron colonizados antes de desarrollar una NAVM, se seleccionó 
para su análisis también el primer aislado concomitante con el diagnóstico de NAVM o 
inmediatamente posterior. Además, se analizaron también los aislados procedentes de 
hemocultivos.  
 De este grupo de aislados, se realizó una subselección para el estudio de la 
expresión de ompA especificada en el apartado 4.2.3.3. 
 4.2.2. Estudio de la relación clonal de las cepas. 
 Para analizar la relación clonal entre los aislados se utilizaron dos técnicas: 
REP-PCR y electroforesis en campo pulsado.  
 4.2.2.1. REP-PCR. 
 Se realizó por duplicado sobre cada uno de los aislados seleccionados según 
la técnica de Martín-Lozano et al. (216). 
 Se realizó siembra de cada uno de los aislados en una placa de agar Columbia 
(agar Columbia con sangre de carnero al 5%, Francisco Soria-Melguizo SA, Madrid, 
Ref. 770418), cultivándose durante 18 horas a 37ºC para aislar colonias individuales. 
Tras la incubación, entre cuatro y cinco colonias de cada placa eran resuspendidas en 
50 μl de agua destilada en tubos de microcentrífuga de 1 ml. Para producir la lisis 
celular y la obtención del ADN, estos tubos se calentaban a 95ºC durante 10 minutos 
en termobloque (AccuBlock, Digital Dry Bath, Labnet International, Inc.) y, después, se 
enfriaban directamente en hielo. Tras este proceso, se centrifugaban durante 60 
segundos a 6.000 revoluciones por minuto (rpm) en microcentrífuga (Centrifuge, 
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Thermo Scientific, Sorvall Legend Micro 21 R) con el objetivo de depositar los detritus 
celulares y separarlos de la suspensión de ADN. Estos extractos se guardaban en 
hielo para su uso inmediato en porciones de 10 μl, que eran incluidas en la mezcla 
para la realización de PCR sin ulterior purificación.  
 Se utilizaron los cebadores REP 1 (5’-IIIGCGCCGICATCAGGC-3’) y REP 2 (5’-
ACGTCTTATCAGGCCTAC-3’) (Invitrogen). Para la amplificación, se realizó una 
mezcla que incluía: 10 μl de extracto de ADN, 10 μl de triton al 0,1% (Triton, Sigma-
Aldrich, Ref. X-100), 5 μl de tampón (10x PCR Rxn Buffer, P/N 402028, Invitrogen), 3 
μl de MgCl2 (MgCl2 50 mM P/N 402016, Invitrogen), 1 μl de dNTPs (dNTPs Mix 40mM, 
Promega Corporation, ref. U1515, Madison, EEUU), 1 μl de cebador REP-1, 1 μl de 
cebador REP-2, 0,4 μl de Taq-polimerasa (Taq DNA Polymerase, Cat#18038-042, 
Invitrogen) y agua destilada hasta completar 50 μl. En todas las tandas de PCR, se 
realizó un control negativo para detectar posibles contaminaciones de los reactivos a 
partir de una mezcla que contenía todos los componentes de la mezcla, a excepción 
del extracto de ADN, que era sustituido por 10 μl de agua destilada. La amplificación 
se realizó en termociclador (Thermal Cycler, Ref. 2720, Applied Biosystems) con el 
esquema: 10 minutos a 94ºC, seguidos de treinta ciclos compuestos por 1 minuto a 
94ºC, 1 minuto a 45ºC y 2 minutos a 72ºC, y finalmente 16 minutos a 72ºC.  
 Tras la amplificación, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 1% (1 g de 
agarosa D1 Low EEO, [Pronadisa; Cat#8014] y 100 ml de tampón 1x (Ultrapure 10x, 
TAE buffer, Invitrogen, Ref. 15558-026) conteniendo 10 μl de bromuro de etidio 
(10mg/ml) por cada 100 ml de gel (Promega Corporation, ref. H541, Madison, EEUU). 
Para ello, se depositó una alícuota de 15 μl de cada muestra, incluido el control 
negativo. El marcador molecular utilizado fue (Lamba Hind-III digested Cat#AM7720, 
Ambion). El resultado de la electroforesis de los geles fue fotografiado utilizando una 
cámara (Kodak, Image Station, 4000 mm). 
 4.2.2.2. Electroforesis en campo pulsado (PFGE).  
 Se realizó sobre cada uno de los aislados seleccionados según la técnica de 
Gautom et al. (217).  
 Se realizó siembra de cada uno de los aislados en placas de agar sangre y se 
incubaron durante 18 horas a 37ºC en estufa (D-6450, Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland). Los bloques para la realización de PFGE están compuestos por una 
mezcla de suspensión bacteriana, agarosa (8016, Pronadisa, Madrid) y proteinasa K 
(03115879001, Roche, Madrid). Se preparó una solución de agarosa al 1% con SDS 
(Sodium Dodecil Sulphate, L3771, Sigma-Aldrich, Madrid) al 1% pesando 0,2 g de 
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agarosa y resuspendiéndola en 19 ml de tampón TE (Tris 10 mM, EDTA 10 mM, pH 
8), a lo que se le añadía 1 ml de SDS al 20%. Esta mezcla se calentaba hasta que 
quedara homogénea y se mantenía en un baño (Unitronic 320 OR, P-selecta, 
Barcelona) a 55ºC hasta su utilización. La suspensión bacteriana se realizaba 
utilizando tubos de 10 ml con 2 ml de tampón de suspensión (Tris 100 mM, EDTA 100 
mM, pH8). Se ajustaba el espectrofotómetro (Génesis 20, Thermo Spectronic, 
Barcelona) a 620 nm de longitud de onda y se realizaba una suspensión bacteriana de 
cada aislado hasta lograr una absorbancia de 0,85-0,9, correspondiente a la 
concentración objetivo de unas 109 células/ml. Posteriormente se transferían 500 μl de 
la suspensión bacteriana ajustada a un tubo de microcentrífuga (610-201, Greiner Bio-
one, Carolina del Norte, EEUU) y se dejaban 10 minutos a 55ºC. Tras este periodo de 
calentamiento, se le añadían 25 μl de proteinasa K a 20 mg/ml y 500 μl de la agarosa 
preparada. Los bloques se preparaban introduciendo la mezcla correspondiente a 
cada aislado en los pocillos de un peine Plug Mold (170-3706, BioRad, Alcobendas) y 
dejándolos solidificar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se prepararon tres 
bloques por cada aislado. 
 La segunda fase es la de lisis celular y lavados. Se preparaban tantos tubos 
falcon de 50 ml (210-261, Greiner Bio-one, Carolina del Norte, EEUU) como aislados a 
estudiar, y añadimos una solución compuesta por 5 ml de tampón de lisis (Tris 50 mM, 
EDTA 50 mM, pH 8, sarcosil 1%) y 25 μl de proteinasa K (20 mg/ml). En cada tubo se 
introducían los tres bloques de cada aislado preparados anteriormente, y se incubaban 
en un baño a 55ºC en agitación vigorosa (100U/min) durante 2 horas con el nivel del 
agua por encima de la mezcla de los tubos. Pasadas las dos horas, se eliminaba la 
mezcla y se recuperaban los bloques, que se introducían nuevamente en su tubo 
Falcon correspondiente, añadiendo 10 ml de agua ultrapura precalentada a 55ºC y se 
dejaban en el baño a 55ºC con agitación suave durante 15 minutos. Este lavado con 
agua se repetía una segunda vez. Posteriormente, se eliminaba el agua conservando 
los bloques, y se añadían 10 ml de tampón TE, realizando otro ciclo de 15 minutos en 
el baño a 55ºC con agitación suave, tras el cual se eliminaba el tampón TE 
conservando los bloques. Este lavado con tampón TE se repetía tres veces. Al finalizar 
la última, se añadían 5 ml de tampón TE a temperatura ambiente en los que se 
conservaban los bloques a 4ºC hasta su utilización. 
 La tercera fase del proceso es la digestión del ADN. Para ello, se preparaba en 
primer lugar tampón de restricción 1x, diluyendo 20 μl del buffer A de la enzima 10x 
(ApaI, 10899208001, Roche, Madrid) en 180 μl de agua ultrapura (200 μl por aislado) 
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y seroalbúmina bovina BSA (100 μl/ml; B9000S, New England Biolabs, L'Hospitalet de 
Llobregat) utilizando 2 μl por aislado. Posteriormente, se cortaba la mitad de cada 
bloque y se añadía en un tubo de microcentrífuga con tampón 1x, incubándolo 
posteriormente a 25ºC durante 15 minutos. Pasado este tiempo, se retiraba el tampón 
utilizado con pipeta y se añadía una mezcla de solución de restricción con 
endonucleasa ApaI (10 U/μl, 10899208001, Roche, Madrid). Por cada aislado, la 
mezcla contenía: 175 μl de agua ultrapura, 20 μl de tampón 10x, 3 μl de ApaI y 2 μl de 
BSA. El tubo con el bloque suspendido en esta mezcla era incubado durante 4 horas a 
25ºC con agitación suave.  
 En cuarto lugar, se realizaba la electroforesis. Para ello, se preparaba un gel de 
agarosa al 1% mezclando 2 g de agarosa para PFGE (161-3101, BioRad, Alcobendas) 
y TBE 0,5x (preparado previamente con 10 ml de TBE comercial (1 666 703, Roche, 
Madrid) 10x y 190 ml de agua destilada) y vertiendo la mezcla en un molde con 15 
pocillos. Tras solidificar, en cada uno de ellos se introducía un bloque (previa 
estabilización de los mismos en 1 ml de TBE 0,5x a 4ºC durante 15 minutos). La 
electroforesis se realizaba en un equipo CHEF-DR® II (BioRad, Alcobendas) con las 
siguientes condiciones: pulsos de 5-20 segundos, con un tiempo total de 19 horas, un 
voltaje de 6 V/cm y un ángulo de 120º. Una vez realizada la electroforesis, se pasaban 
los geles a un recipiente con bromuro de etidio (H5041, Promega, Alcobendas) (60 μl 
en 600 ml de agua destilada) para su tinción durante 30 minutos. Se realizó una 
fotografía del gel mediante el sistema (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak, Madrid). 
 Para cada uno de los geles, se utilizó como referencia en el primer y último 
pocillo la cepa A. baumannii ATCC 19606. La lectura de las fotografías se realizó 
mediante el programa Fingerprinting 3.0 software (Bio-Rad, Hercules, CA). Los 
aislados se asignaron a los distintos grupos clonales siguiendo los criterios de Tenover 
et al. (218).  
 4.2.3. Determinación de factores de virulencia. 
 4.2.3.1. Formación de biofilm. 
 Para el estudio de la formación de biofilm se utilizó un experimento de 
expresión fenotípica in vitro.  
 En primer lugar, se realizaba siembra de cada uno de los aislados en placas de 
agar sangre y se incubaban durante 18 horas a 37ºC en estufa. Posteriormente, se 
suspendían 4-5 colonias de cada placa en 10 ml de medio LB (Luria broth, 
Cat#1231.00, Pronadisa) y se incubaban nuevamente durante 18 horas a 37ºC en 
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estufa. Transcurrido este tiempo, se realizaba una dilución 1:100 de cada uno de estos 
cultivos en medio LB. Posteriormente, se realizaba cultivo en placas de 96 pocillos con 
fondo en U, utilizando 4-5 pocillos para cada uno de los aislados y dejando 4-5 pocillos 
solo con medio de cultivo como control negativo. En cada pocillo se añadían 200 μl de 
la dilución realizada. En cada placa, se utilizaban como controles positivo y negativo 
una cepa productora y otra no productora de biofilm. Las placas se incubaban durante 
24 horas a 37ºC. 
 Tras este periodo, se descartaba el sobrenadante y, tras varios lavados con 
agua estéril por inmersión, se realizaba tinción del biofilm mediante adición de 200 μl 
de cristal violeta al 0,4% (Ref. HT90132, Sigma-Aldrich) a cada pocillo e incubación a 
temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, se lavaba nuevamente con 
agua destilada y se realizaba dilución del biofilm teñido mediante adición de 200 μl de 
etanol al 95%, manteniéndolo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Esta 
mezcla era entonces homogeneizada con pipeta multicanal y el volumen resultante 
transferido a una placa de 96 pocillos con fondo plano para su lectura. 
 La lectura se realizaba mediante espectrofotometría, (Biochrom Asys UVM340) 
con longitud de onda 580 nm. El valor utilizado era el correspondiente a la media del 
valor obtenido por todos los pocillos correspondientes al mismo aislado. Aquellas 
cepas que presentaron una producción de biofilm dos o más veces superior a su 
control positivo fueron clasificadas como hiperproductoras de biofilm. 
 4.2.3.2. Motilidad en superficie. 
 La determinación de la motilidad se realizará mediante estudio fenotípico según 
el método descrito por Clemmer et al. (172).  
 En primer lugar, se realizó cultivo en placas de agar sangre de cada uno de los 
aislados, de una cepa control positivo (A. baumannii ATCC 19606) y una cepa control 
negativo (A. baumannii GEIH 8, de la colección de aislados clínicos propia 
AbGEIH2010) mediante la siembra e incubación durante 18 horas a 37ºC. 
 Posteriormente, se preparaba el medio de cultivo específico LB con agarosa al 
0,3%. Para un litro de medio se utilizaba: 1 litro de agua destilada, 20 g de LB y 3 g de 
agarosa. Esta mezcla se autoclavaba y se mantenía en estufa a 60ºC hasta su 
utilización. Para hacer las placas, se vertían 25 ml de medio en placas de Petri de 15 
cm en campana de flujo laminar y se dejaban secar a temperatura ambiente durante 
una hora.  
 La siembra se realizaba tomando una pequeña cantidad de una colonia crecida 
en las placas de agar sangre con una punta de pipeta y tocando con ella el centro de 
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una placa con LB-agarosa. Las placas se incubaban con la tapadera hacia arriba en 
ambiente saturado de humedad a 37ºC durante 24 horas. Se realizó cultivo de cada 
aislado por triplicado.  
 La lectura se realizó mediante comparación visual con estándares positivo y 
negativo (figura 2).  
 
 Figura 2. Placas utilizadas como estándar positivo y negativo, respectivamente, 
para el estudio de la motilidad bacteriana. 
 
 4.2.3.3. Expresión de OmpA. 
 Se analizó la expresión del gen ompA en una selección de aislados, 
eligiéndose varios representantes de cada clon obtenido en función de criterios 
clínicos para incluir aislados colonizantes, productores de NAVM no bacteriémica y 
productores de NAVM bacteriémica. Se realizó por triplicado para cada cepa mediante 
RT-PCR en tiempo real.  
 En primer lugar, se realizó cultivo en 20 ml de LB a 37ºC durante 18 horas con 
agitación a 180 rpm de cada uno de los aislados seleccionados y de la cepa A. 
baumannii ATCC 17978, que se utilizaba como cepa control para calibrar la expresión 
normalizada de ompA. 400 µl de este cultivo se resuspendían en 20 ml de LB y se 
incuban durante 4 horas a 37ºC con agitación a 180 rpm para alcanzar fase de 
crecimiento exponencial (OD600 = 0,6). A partir de estos cultivos, se aisló el RNA 
bacteriano usando el kit comercial TRIzol® MaxTM Bacterial Insolation Kit; (Invitrogen, 
España). Para ello, se transferían 1,5 ml de estos cultivos a tubos de microcentrífuga y 
se centrifugaban a 6.000 g durante 5 minutos a 4ºC en microcentrífuga. Tras la 
centrifugación, se descartaba el sobrenadante y se resuspendía el pellet bacteriano en 
200 μl de Max Bacterial Enhancement Reagent precalentado a 95ºC, y se incubaba 
durante 4 minutos a 95ºC en termobloque para provocar la lisis celular. Posteriormente 
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se mezclaba con 1 ml de TRIzol Reagent y se incubaba a temperatura ambiente 
durante 5 minutos. Tras esta fase, se añadían 0,2 ml de cloroformo frío y se incubaba 
la mezcla durante 2-3 minutos a temperatura ambiente, para después centrifugarlas a 
12.000 g durante 15 minutos a 4ºC. Tras esta centrifugación, la mezcla queda 
separada en tres fases: una inferior roja correspondiente a fenol-cloroformo, una 
intermedia y una superior de aspecto acuoso que es la que contiene el ARN y contiene 
unos 400 μl. Para precipitar el ARN, se extraía esta fase acuosa y se transfería a un 
tubo nuevo, mezclándolo con 0,5 ml de isopropanol frío e incubando a temperatura 
ambiente durante 10 minutos. Tras esta incubación se centrifugaba a 15.000 g durante 
10 minutos a 4ºC. Tras esta centrifugación se quedaba un pellet tipo gel formado en 
los laterales y el fondo del tubo. Se retiraba el sobrenadante cuidadosamente y se 
resuspende el pellet en 1 ml de etanol al 75%, centrifugándolo a 7.500xg durante 5 
minutos a 4ºC. Se descartaba el sobrenadante y se secaba al aire. Este pellet se 
resuspendía en 50 μl en agua libre de ARNsa y se incubaba durante 10 minutos a 
60ºC. Después, se incuba el ARN con DNAasa y su buffer (5 µl del 10x DNAasa buffer 
y 2 µl de DNAasa (4-6 U) a 37ºC durante 1 hora. A esta mezcla se añaden 5 µl de 
inactivador de DNAasa, se incuban durante 5 min a temperatura ambiente, y se 
centrifugan a 10.000xg durante 2 minutos para luego guardar el sobrenadante que 
contiene el ARN a -80ºC. 
 Para determinar la cantidad de ARN purificado, se transfiere 1 µl de la muestra 
en el Nano Drop (Nano pro 2000) y se mide la absorbancia de la muestra a 260 nm.  
 Una vez extraído y cuantificado, el RNA se convertía en cADN mediante el kit 
comercial QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen, España) según las normas del 
fabricante. Todo el procedimiento se realizaba en hielo en un área libre de ARN. En 
primer lugar, se realizaba una mezcla con 2 μl de gDNA Wipeout Buffer 7x, un 
volumen ajustado de la mezcla que contuviera 1 μg de ARN y agua purificada libre de 
ARN hasta completa 14 μl. Esta mezcla era incubada durante 2 minutos a 42ºC y 
después enfriada inmediatamente en hielo. A continuación, se mezclaban 1 μl de 
Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 μl de Quantiscript RT Buffer 5x y 1 μl de RT 
Primer Mix por cada muestra de ARN que se fuera a analizar. Seis μl de esta mezcla 
se añadían a los 14 μl de la anterior y se incubaba a 42ºC durante 30 minutos y, 
posteriormente, a 95ºC durante 3 minutos (para inactivar la transcriptasa inversa). Una 
vez finalizado este proceso, se procedía a la realización de la RT-PCR.  
 La RT-PCR en tiempo real se realizó mediante el sistema MX3005P 
(Stratagene, La Jolla, CA) usando los cebadores específicos descritos en la tabla 4. En 
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primer lugar, se realizaba una mezcla con 5 μl de cDNA diluido 1:5, 4 μl de H2O libre 
de RNAasa, 10 μl Sensifast low Rox 2x, 1 μl de primeres específicos (Tabla X). El 
perfil térmico de la PCR empleado en la detección del gen de ompA y ribosomal se 
resume en la tabla 5. 
 Se analizaron conjuntamente controles negativos sin transcriptasa inversa para 
asegurar la ausencia de DNA contaminante en las muestras. La expresión de mRNA 
para el gen ompA se normalizaba tomando como referencia el del gen constitutivo de 
la unidad 23S ribosómica. 
 La expresión normalizada de ompA de cada cepa se calibró en función de la 
expresión en la cepa A. baumannii ATCC 17978 con el método de ∆∆CT (Livak KJ, 
Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative 
PCR and the 2(-delta delta C(T)) method. Methods 2001 ; 25 : 402-8.) y usando la 
formula de 2-∆∆CT - ∆∆CT= ∆CT (ATCC 17978) - ∆CT (cepa de estudio). 
∆CT (ATCC 17978) = CT (gene ompA de cepa ATCC 17978) - CT (gene de referencia de 
cepa ATCC 17978). 
∆CT (cepa de estudio) = CT (gene ompA de cepa de estudio) - CT (gene de referencia de cepa 
estudio). 
 
Tabla 4. Secuencias de los cebadores a utilizar en el estudio de expresión de ompA. 
 
















 4.2.3.4. CAPACIDAD DE ADQUISICIÓN DE HIERRO. 
 Se realizó inicialmente microdilución en caldo (medio MHB) según los estándares del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) (219). Para ello se utilizaron placas de microdilución de 96 pocillos, conteniendo 50 μl de MHBCA (Fluka, Ref. 90922, Sigma-Aldrich) a los que se añadieron 2,2’-dipiridil (DIP) (…), un  
 
 
PASO TEMPERATURA TIEMPO 
1 95°C 10 min 
2 95°C 30 seg 
3 60°C 1 min 
4 72°C 30 seg 
5 40 ciclos desde paso 2 
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 4.2.3.4. Capacidad de adquisición de hierro. 
 Se realizó inicialmente microdilución en caldo (medio MHB) según los 
estándares del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) (219). Para ello se 
utilizaron placas de microdilución de 96 pocillos, conteniendo 50 μl de MHBCA (Fluka, 
Ref. 90922, Sigma-Aldrich) a los que se añadieron 2,2’-dipiridil (DIP) (Fluka, Ref. 
36759, Sigma-Aldrich), quelante de hierro sintético, para estudiar el crecimiento de las 
cepas en medio con concentraciones diferentes de hierro. A continuación se añadieron 
50 μl de cada uno de los antimicrobianos a la primera columna de pocillos de la placa. 
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas 1:2 a partir de la primera columna de 
pocillos. De esta forma se precisaron un total de 10 pocillos que contenían 
concentraciones de antimicrobiano decrecientes con el rango de concentraciones 256-
0,5 mg/l. Finalmente, se añadieron 50 μl (concentración final de 5x105 UFC/ml) de 
cada una de las cepas seleccionadas de A. baumannii a las placas, obtenidas a partir 
de un cultivo de 4 horas (fase de crecimiento logarítmico) en medio líquido MHB 
(Mueller-Hinton Broth, Ref. CM0405, Oxoid, Hampshire, England) en aerobiosis a 37ºC 
y sin atmósfera de CO2.  
 Se realizaron, además, controles de crecimiento con inóculo bacteriano y sin 
antibiótico y control de esterilidad sin antibiótico y sin inóculo. 
 Se planteó inicialmente que, en caso de existir 3 o más diluciones de diferencia 
entre aislados, se realizaría un estudio de expresión de acinetobactina en cepas 
seleccionadas, eligiéndose representantes de cada clon con diferentes CMIs a DIP. 
Para ello, se utilizaría un análisis mediante RT-PCR basada en la técnica descrita por 
Dorsey et al (176). No obstante, ante la ausencia de diferencias entre los distintos 
aislados (según se especifica en el apartado correspondiente), se decidió no realizar 
dicho estudio de expresión.  
 
 4.2.3.5. Producción de hemolisinas. 
 La presencia de hemolisinas con actividad hemolítica en sangre humana se 
caracterizó por duplicado en todas las cepas seleccionadas mediante ensayo 
fenotípico en placas con agar Columbia complementada con sangre humana 
desfibrinada al 5%.  
 En primer lugar, se realizaba el medio de cultivo. Para ello, se extraían 50 ml 
de sangre a un voluntario sano mediante técnica de venopunción aséptica y succión 
con jeringa. Con el objetivo de desfibrinarla, la sangre se colocaba inmediatamente en 
un matraz aforado con una bola de vidrio por cada mililitro extraído y se ponía en 
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agitación durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se recogía la sangre con una 
pipeta, dejando las bolas de vidrio y el coágulo de fibrina formado en el matraz, y se 
mezclaba en proporción 1:1 con PBS 1x estéril. Esta mezcla se repartía en varios 
tubos falcon y se centrifugaba a 1000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Tras la 
centrifugación, se retiraba la misma cantidad de PBS que se hubiera añadido, se 
resuspendía el pellet de células sanguíneas y se volvía a centrifugar con los mismos 
parámetros. Este procedimiento se repetía 5 veces. Finalmente, se añadía la misma 
cantidad de PBS estéril que en los pasos previos y se mantenía a 4ºC hasta su 
utilización. Para la elaboración de medio agar Columbia con un 5% de sangre humana 
se utilizó agar Columbia (Sigma, Cat#27688). Se elaboró el medio según 
recomendación del fabricante, suspendiendo 42 g por cada litro de agua destilada y 
autoclavando a 121ºC durante 15 minutos. Posteriormente, se mezcló con la sangre 
extraída para conseguir mezcla al 5% (50 ml de sangre por cada 950 ml de medio 
autoclavado) y se vertió en placas de Petri en campana de flujo laminar (12 ml por 
placa), dejando solidificar a temperatura ambiente. 
 Los aislados seleccionados para su estudio eran sembrados en placas de agar 
sangre comerciales e incubados durante 18 horas a 37ºC. Posteriormente, se procedía 
a su siembra en las placas con medio fabricado mediante toma de material de una 
colonia con una punta de pipeta y punción con la misma en el medio, introduciéndola 
unos 2 mm. En todas las placas, se utilizó como control positivo una cepa de A. 
haemolyticus (cepa GEIH6, de la colección de cepas propia AbGEIH2010). Una vez 
sembradas, las placas eran incubadas durante 48 horas en estufa a 37ºC. Tras este 
periodo, se realizaba la lectura, considerando positivas para actividad hemolítica 
aquellas cepas que tuvieran un halo de hemólisis beta alrededor de la colonia.  
  
 
4.3. OBJETIVO 4: Estudiar la asociación entre la presencia de mecanismos de 
resistencia a imipenem (baja expresión de porinas y presencia de carbapenemasas) y 
los factores de virulencia en la colección de cepas caracterizadas a partir del objetivo 
primero.  






 4.3.1. Estudio de sensibilidad a antimicrobianos. 
 4.3.1.1. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 
amikacina, ceftazidima, ciprofloxacino, colistina, imipenem, rifampicina, 
sulbactam y tigeciclina. 
 El estudio de la CMI se llevó a cabo por duplicado para cada aislado mediante 
el método de microdilución en caldo. Para ello se utilizaron placas de microdilución de 
96 pocillos, conteniendo 50 μl de MHBCA a los que se añadieron los antimicrobianos: 
amikacina, ceftazidima, ciprofloxacino, colistina, imipenem, rifampicina, sulbactam y 
tigeciclina (tabla 6). Para la determinación de la CMI de ciprofloxacino se añadió al 
medio 1 ml de NaOH 1 M por cada 50 ml de MHBCA. Para la determinación de la CMI 
de rifampicina se añadió al medio 0,25 ml de metanol (Metanol, Ref. ME03062500, 
Scharlav) por cada ml de MHBCA.  
 
Tabla 6. Antimicrobianos utilizados para el estudio de sensibilidad.  
Antibiótico Marca comercial 
Amikacina Amikacin sulfate salt, Ref. A2324-5g, Sigma-Aldrich 
Ceftazidima Ceftazidime hydrate, Ref. C3809-1g, Sigma-Aldrich 
Ciprofloxacino Ref. 17850-5g, Sigma-Aldrich 
Colistina Ref. C4461, Sigma-Aldrich 
Imipenem Ref. I0160-25 mg, Sigma-Aldrich 
Rifampicina Ref. R-3501, Sigma-Aldrich 
Sulbactam Sulbactam. Ref. S9701, Sigma-Aldrich 
Tigeciclina Tigeciclina, Ref. SRP02356T, Sequoia Research 
 
 A continuación se añadieron 50 μl de cada uno de los antimicrobianos a la 
primera columna de pocillos de la placa. Posteriormente, se realizaron diluciones 
seriadas 1:2 a partir de la primera columna de pocillos. De esta forma se precisaron un 
total de 10 pocillos que contenían concentraciones de antimicrobiano decrecientes con 
los rangos de concentraciones que muestra la Tabla 2. 
 Para la preparación de los antimicrobianos se utilizaron sustancias valoradas 
suministradas por cada una de las casas comerciales, y fueron preparadas siguiendo 
las normas del CLSI (219). 
 Finalmente, se añadieron 50 μl (concentración final de 5x105 UFC/ml) de cada 
una de las cepas seleccionadas de A. baumannii a las placas, obtenidas a partir de un 
cultivo de 4 horas (fase de crecimiento logarítmico) en medio líquido MHB en 
aerobiosis a 37ºC y sin atmósfera de CO2. 
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 Se realizaron, además, controles de crecimiento con inóculo bacteriano y sin 
antibiótico y control de esterilidad sin antibiótico y sin inóculo. Las cepas control 
utilizadas para cada antibiótico aparecen especificadas en la Tabla 7. 
 
Tabla 7. Rango de concentraciones y cepas control utilizados para la determinación de 
CMI de cada antimicrobiano. 
Antibiótico Rango de concentraciones  Cepa control 
Amikacina 256-0,5 mg/l E. coli ATCC 25922 
Ceftazidima 256-0,5 mg/l P. aeruginosa ATCC 27853 
Ciprofloxacino 256-0,5 mg/l P. aeruginosa ATCC 27853 
Colistina 32-0,06 mg/l P. aeruginosa ATCC 27853 
Imipenem 256-0,5 mg/l P. aeruginosa ATCC 27853 
Rifampicina 512-1 mg/l P. aeruginosa ATCC 27853 
Sulbactam 256-0,5 mg/l E. coli ATCC 25922 
Tigeciclina 32-0,06 mg/l E. coli ATCC 25922 
 
 Todas las placas se incubaron en aerobiosis a 37ºC y sin atmósfera de CO2 
durante 24 horas. Tras ese período se realizó se realizó la lectura de los mismos, 
definiendo como CMI la concentración más baja de antimicrobiano a la cual el caldo no 
presentaba turbidez macroscópica visible. 
 Para la definición de sensibilidad y resistencia se utilizaron los criterios 
definidos por CLSI M100-S20 (219) para imipenem, sulbactam, ceftazidima, 
ciprofloxcino, amikacina y colistina. La susceptibilidad a tigeciclina se clasificó según 
criterios de EUCAST en sensible con CMI ≤1 mg/l y resistente con CMI ≥4 mg/l (220). 
La susceptibilidad a rifampicina se clasificó según criterios de la Sociedad Francesa de 
Microbiología en sensible con CMI ≤4 mg/l y resistente con CMI ≥32 mg/l(221). 
 
 4.3.1.2. Determinación de la concentración mínima bactericida (CMB) de 
amikacina, ceftazidima, ciprofloxacino, colistina, imipenem, rifampicina, 
sulbactam y tigeciclina. 
 El cálculo de la CMB se realizó mediante la siembra en placas de agar sangre 
de 100 μl del último pocillo con crecimiento visible en el estudio de CMI y de todos 
aquellos que no presentaron turbidez, incubándose posteriormente en aerobiosis a 
37ºC y sin atmósfera de CO2 durante 18-24 horas. Se consideró como CMB la 
concentración más baja de antibiótico capaz de reducir el inóculo inicial en un 99,9% 
(222). Es decir, la CMB fue la menor concentración de antimicrobiano responsable de 
una reducción de 3 Log10 UFC/ml respecto al inóculo inicial. 
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 4.3.1.3. Determinación de la CMI de meropenem y detección fenotípica de 
metalobetalactamsas (MBL). 
 La CMI de meropenem se realizó mediante Etest. Para ello, se suspendieron 4-
5 colonias de cada aislado en estudio en 2 ml de suero salino fisiológico al 0,9%, 
recogidas de un cultivo en placa mediante asa de siembra y homogeneizando 
posteriormente con ayuda de un vórtex.  
 A continuación, se trasfirió 1 ml de la suspensión a una cubeta de 
espectrofotometría y se calculó la concentración bacteriana mediante 
espectrofotómetro (Eppendorf Bio Photometer, BioRad) con una longitud de onda de 
580 nm. 
 Una vez conocida la densidad óptica de la suspensión correspondiente a cada 
aislado, se ajustó la dilución para conseguir una densidad óptica de 0,6, añadiendo la 
cantidad de SSF 0,9% necesario para alcanzarla. Esta cantidad se calculó mediante la 
fórmula CinicialxVinicial=CfinalxVfinal. 
 Se sembraron en placas de MH-agar (Mueller-Hinton Agar 150 mm, Ref. 
770495, Francisco Soria Melguizo SA, Madrid) 100 µl de cada suspensión, realizando 
una siembra lo más homogénea posible, sobre las que se colocaron tiras de Etest 
MBL (MP/MPI), (Etest MP/MPI, Ref. 411362, Biomerieux SA). Todas las placas se 
incubaron en aerobiosis a 37ºC y sin atmósfera de CO2 durante 24 horas. Tras ese 
período se realizó la lectura de los mismos, considerando como la CMI a meropenem 
el punto en el que el halo de inhibición contacta con la tira de Etest. Se consideró que 
el aislado era sensible a meropenem cuando la CMI era <8 mg/l. Además, se valoró 
como test positivo para presencia de MBL cuando la ratio entre la CMI de meropenem 
y la de meropenem+EDTA era ≥8, ante la presencia de una “zona fantasma” o 
deformidad en las elipses (223). 
 
 4.3.2. Determinación de mecanismos de resistencia a carbapenemas.  
 4.3.2.1. Selección de aislados. 
 El punto de corte de CMI de imipenem establecido para realizar determinación 
de mecanismos de resistencia a carbapenemas era 8 mg/L, por lo que todos los 
aislados fueron seleccionados.  
 4.3.2.2. Determinación de oxacilinasas. 
Se estudió la presencia de las oxacilinasas blaOXA-23, blaOXA-40, blaOXA-51 
y blaOXA-58 mediante PCR multiplex según la técnica descrita por Woodford et al. 
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(224).  
Se realizó extracción de ADN mediante calor, según la técnica descrita en el 
apartado 4.2.2.1.  
Los cebadores utilizados son los enumerados en la tabla 8. Para la 
amplificación, se realizó una mezcla que incluía: 10 μl de extracto de ADN, 10 μl de 
triton al 0,1%, 5 μl de buffer, 3 μl de MgCl2, 1 μl de dNTPs, 1 μl de la suspensión de 
cada uno de los cebadores, 0,4 μl de Taq-pol y agua destilada hasta completar 50 μl. 
En todas las tandas de PCR, se realizó un control negativo para detectar posibles 
contaminaciones de los reactivos a partir de una mezcla que contenía todos los 
componentes de la mezcla, a excepción del extracto de ADN, que era sustituido por 10 
μl de agua destilada. Se realizó amplificación en termociclador. Las condiciones de 
amplificación fueron: desnaturalización inicial a 94ºC durante 5 minutos, seguido de 30 
ciclos de 25 segundos a 94ºC, 40 segundos a 52ºC y 50 segundos a 72ºC, y un 
periodo de elongación final a 72ºC durante 6 minutos.  
Tras la amplificación, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 1%, 
siguiendo la misma técnica explicada en el apartado 4.2.2.1. El resultado de la 
electroforesis de los geles fue fotografiado utilizando una cámara Kodak Image Station 
4000 mm. 
 
Tabla 8. Secuencias de los cebadores a utilizar en la caracterización de 
carbapenemasas tipo OXA. 
 











La expresión de blaOXA-51 se estudió de forma indirecta valorando la 
presencia de la secuencia ISAba1 en el promotor del gen de OXA-51. Esto se realizó 
mediante PCR, basándonos en la técnica y los hallazgos descritos por Ruiz et al. 
(225). Los cebadores a utilizar son los expuestos en la tabla 9. Tras la amplificación, 
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se realizó electroforesis en gel de agarosa al 1% (D1 Low EEO). 
 
Tabla 9. Secuencias de los cebadores a utilizar en el estudio de la presencia de 
la secuencia ISAba1 asociada al gen de OXA-51. 
Cebadores Secuencias (5’-3’) 
ISAba1F CATTGGCATTAAACTGAGGA 
OXA-51-likeR TGGATTGCACTTCATCTTGG 
4.3.2.3.Determinación de metalobetalactamasas. 
Se estudió la presencia de las MBL IMP y VIM mediante PCR multiplex según 
la técnica descrita por Ellington et al. (226) 
Se realizó extracción de ADN mediante calor, según la técnica descrita en el 
apartado 4.2.2.1.  
Los cebadores utilizados son los enumerados en la tabla 10. Para la 
amplificación, se realizó una mezcla que incluía: 10 μl de extracto de ADN, 10 μl de 
triton al 0,1%, 5 μl de buffer, 3 μl de MgCl2, 1 μl de dNTPs, 1 μl de la suspensión de 
cada uno de los cebadores, 0,4 μl de Taq-pol y agua destilada hasta completar 50 μl. 
En todas las tandas de PCR, se realizó un control negativo para detectar posibles 
contaminaciones de los reactivos a partir de una mezcla que contenía todos los 
componentes de la mezcla, a excepción del extracto de ADN, que era sustituido por 10 
μl de agua destilada. Se realizó amplificación en termociclador. Las condiciones de 
amplificación fueron: desnaturalización inicial a 94ºC durante 5 minutos, seguido de 36 
ciclos de 30 segundos a 94ºC, 40 segundos a 52ºC y 50 segundos a 72ºC, y un 
periodo de elongación final a 72ºC durante 5 minutos.  
Tras la amplificación, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 1%, 
siguiendo la misma técnica explicada en el apartado 4.2.2.1. El resultado de la 
electroforesis de los geles fue fotografiado utilizando una cámara Kodak Image Station 
4000 mm. 
 
Tabla 10. Secuencias de los cebadores a utilizar en la caracterización de MBL. 
 






 4.3.2.4. Expresión de porinas.  
 Se analizaron las proteínas de membrana externa por duplicado sobre todos 
los aislados seleccionados, tras comprobar CMI a imipenem ≥8 mg/l. Las proteínas de 
la membrana externa se extrajeron por sonicación y se evaluaron mediante 
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% según el método descrito por 
Fernández Cuenca et al. (227). 
 En primer lugar, se tomaban 3-4 colonias de cada aislado previamente 
cultivados en placas de agar sangre y se incubaban durante 18 horas a 37ºC en 10 ml 
de MHB. Estos 10 ml se resuspendían en 40 ml de MHB, que eran incubados durante 
4 horas a 37ºC en agitación, con el objetivo de conseguir que le cepa alcanzase la 
fase exponencial de crecimiento. Mientras tanto, se preparaba 1 litro de tampón fosfato 
sódico (10 mM, pH 7,2) con la mezcla de 6,84 ml de Na2HPo4 (1 M), 3,16 ml NaH2Po4 
(1 M) y 990 ml de agua destilada. 
 Finalizada la incubación de 4 horas, los cultivos se centrifugaban a 5.000xg 
durante 10 minutos a 4ºC. Posteriormente se retiraba el sobrenadante, se resuspendía 
el pellet bacteriano en 20 ml de tampón fosfato sódico y se volvía a centrifugar a 
5.000xg durante 10 minutos a 4ºC. Tras la segunda centrifugación, se retiraba el 
sobrenadante y se resuspendía el pellet en 5 ml de tampón fosfato. Esta suspensión 
era la utilizada para la lisis celular por sonicación. Esta se realizaba por sonicación en 
hielo (Vibra Cell 75115, Bioblock Scientific, Illkirch, Francia), realizando siete ciclos de 
30 segundos, con amplitud al 21%. Tras la sonicación, se centrifugaba n los tubos a 
5.000xg durante 5 minutos a 4ºC. Desechando el pellet de bacterias no lisadas, se 
repartía el sobrenadante, que contenía las bacterias lisadas, en tubos de 
microcentrífuga y estos se centrifugaban a 13.000xg durante 45 minutos a 4ºC. El 
pellet resultante, formado por membranas bacterianas externas e internas, era 
conservado a -20ºC hasta su utilización.  
 El siguiente paso era la purificación del extracto de proteínas de membrana. 
Para ello, se descongelaban a temperatura ambiente los tubos que contenía los pellet 
y se resuspendían estos en 500 μl de N-Lauril-Sarcosinato sódico al 2% (Ref. L5125, 
Sigma-Aldrich), incubándolos a temperatura ambiente durante 30 minutos para romper 
la membrana interna y permitir la solubilización de las proteínas de membrana. Pasado 
este periodo, esta solución era centrifugada a 13.000xg durante 45 minutos a 4ºC. Se 
retiraba posteriormente el sobrenadante y se añadía 1 ml de Tris-HCl (62,5 mM, pH 
6,8) en cada tubo, resuspendiendo con pipeta. Esta mezcla volvía a centrifugarse a 
13.000xg durante 45 minutos a 4ºC. El sobrenadante era completamente retirado con 
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ayuda de micropipeta y se añadía 15 μl de Tris-HCl en cada tubo, mezclando bien y 
transfiriendo todo el contenido a un mismo tubo de microcentrífuga. Estos tubos eran 
conservados a 4ºC o utilizados inmediatamente.  
 A continuación se preparaban los geles de poliacrilamida que se iba a utilizar 
para realizar la electroforesis de las proteínas de membrana externa. En primer lugar, 
se preparaba el gel de migración o Resolving gel con un 10% de acrilamida, 
mezclando los siguientes componentes por cada gel: 2 ml de agua destilada, 1,25 ml 
de 1,5M Tris-HCL (pH8,8), 50 , mezclando los siguientes componen30% 
Bis/Acrilamida, 25 µl de 10% APS y 2,5 µl de TEMED. Esta mezcla se vertía en la 
cubeta y se aplanaba con agua. Mientras tanto, se hacía la mezcla del gel de 
concentración o Stacking gel, que contenía por cada gel: 1,35 ml de agua destilada, 
250 µl de 1M Tris-HCl pH 6,8, 20 µl de 10% SDS, 325 µl de 30% Bis/Acrilamida, 20 µl 
de 10% APS y 2 µl de TEMED. Esta mezcla se vertía en la cubeta sobre el Resolving 
gel, se colocaba encima el peine y se dejaba solidificar a temperatura ambiente.  
La concentración de proteínas se medía mediante Bradford con el objetivo de 
obtener una concentración final para el gel de 4 µg de proteína. Para ello, se 
mezclaban  400 µl  de agua, 100 µl  de Bradford y 5 µl de extracto de proteínas en una 
cubeta de espectrofotometría. Se realizaba la medición con el espectrofotómetro 
(Eppendorf Bio Photometer, BioRad) en modo Bradford Micro, que daba un valor en 
µg/ml. A partir de este valor, y teniendo en cuenta que procedía de una dilución 1:100 
de la muestra, se calculaba la concentración de proteínas en el extracto y la cantidad 
de este que hacía falta para conseguir 4 µg de proteína. Esta cantidad calculada se 
mezclaba con 5 µl de tampón de carga 6x y con agua destilada hasta conseguir un 
volumen final de 30 µl. Esta cantidad se incubaba a 95ºC durante 5 minutos y 
posteriormente se introducía en un pocillo del gel. El primero de los pocillos se 
utilizaba para colocar 10 µl de marcador de peso. Este gel se corría a 100 V durante 3-
4 horas (el tiempo necesario para que se completara la electroforesis a lo largo de 
todo el gel. Una vez corrido el gel, se realizaba una tinción con Coomasie 
(SimplyBlueTM SafeStain, Ref. LC6060, Invitrogen). Para ello, se colocaba el gel en una 
cubeta con 100 ml de agua ultrapura y se calentaba en microondas durante 45 
segundos. Posteriormente, se agitaba durante 2 minutos en el agitador orbital. El agua 
se desechaba y se añadían otros 100 ml de agua ultrapura, repitiendo el 
procedimiento anterior en tres ocasiones. A continuación, tras desechar el agua, se 
añadían 30 ml de SimplyBlueTM SafeStain y se calentaba en microondas durante 45 
segundos. Se agitaba en agitador orbital durante 10 minutos y se desechaba el líquido. 
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Posteriormente, se realizaban tantos lavados con 100 ml de agua, según el 
procedimiento previo, como fuera preciso para que esta quedara completamente limpia 
tras el lavado. Finalmente, se realizaba una fotografía del gel mediante trans-
iluminación en la cámara Kodak Image Station 4000 mm. 
  
4.4. Análisis estadístico. 
 4.4.1. Variables. 
 La variables resultado seleccionadas fueron la mortalidad, la estancia en UCI y 
la estancia hospitalaria, según las definiciones del apartado 4.1.7.2. Las variables 
independientes consideradas fueron todas las demás variables demográficas y 
clínicas, según lo descrito en el mismo apartado, siendo especialmente relevante la 
variable referente al tipo de infección por A. baumannii (NAVM +/- bacteriemia) o 
colonización respiratoria y los datos obtenidos a partir de la determinación de 
mecanismos de virulencia, estudio de sensibilidad y mecanismos de resistencia a 
imipenem de las cepas estudiadas.  
 4.4.2. Análisis descriptivo. 
 Las variables cualitativas están expresadas como frecuencias absolutas y 
porcentajes. En las variables cuantitativas se utilizaron como medidas de tendencia 
central y dispersión la media ± desviación estándar o la mediana y el rango 
intercuartílico (IQR) según se considerara apropiado. Los cálculos sobre estancias 
hospitalaria o en UCI se realizaron solamente sobre aquellos pacientes que 
sobrevivieron hasta el alta hospitalaria o de la UCI, respectivamente. Estas variables 
no presentaban una distribución normal, por lo que se realizó una transformación 
logarítmica para su análisis.  
 4.4.3. Análisis bivariante. 
 Las diferencias entre variables categóricas se analizaron mediante el test de la 
Chi-cuadrado con la corrección de Yates, utilizándose la prueba exacta de Fisher 
cuando alguna de las frecuencias esperadas era inferior a cinco.  
 Las diferencias entre variables cuantitativas se analizaron mediante el test de 
Student o el análisis de la varianza cuando se compararon más de dos variables. 
Cuando no se cumplieron las condiciones para las pruebas paramétricas, se utilizaron 
las pruebas no paramétricas correspondientes (U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis).  
 Para el análisis bivariante de los factores asociados con la mortalidad y el 
cálculo de las OR y sus intervalo de confianza al 95% se utilizó regresión logística.  
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 Los análisis de supervivencia se realizaron mediante las curvas de 
supervivencia de Kaplan-Meier. 
 4.4.4. Análisis multivariante. 
 El análisis multivariante de los factores relacionados con la mortalidad se 
realizó mediante un modelo de regresión logística tipo paso a paso hacia delante. Para 
el de los factores relacionados con la duración de las estancias en UCI y en el hospital 
se utilizaron modelos de regresión lineal. Para evitar asociaciones espurias, las 
variables introducidas en los modelos multivariantes fueron aquellas estadísticamente 
significativas en el análisis bivariante y las consideradas clínicamente relevantes.  
 4.4.5. Expresión de resultados. 
 Los resultados se han presentado como odds ratio (OR) e intervalo de 
confianza al 95% (IC95%). El umbral para considerar la significación estadística fue 
definido como p<0,05. 
 4.4.6. Paquete estadístico. 
 El protocolo de recogida de datos se informatizó en formato SPSS (versión 12, 
SPSS, Chicago, IL, EEUU). Para el análisis se emplearon los programas R (R Core 
Team [2015] R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for 





















































5.1. OBJETIVO 1. Evaluar la mortalidad asociada a la colonización de vías 
respiratorias por A. baumannii vs. la de las infecciones respiratorias por esta bacteria, 
con o sin bacteriemia, en los pacientes críticos con ventilación mecánica. 
 
 5.1.1. Estudio epidemiológico. Descripción de la población de estudio.  
Durante el periodo de estudio se reclutaron 285 pacientes, de los cuales 100 
cumplieron todos los criterios de inclusión y quedaron definitivamente incluidos en el 
estudio. De estos 100, 43 fueron clasificados como colonización de vías respiratorias y 
57 desarrollaron una neumonía asociada a ventilación mecánica (NAVM) por 
Acinetobacter baumannii; 15 de los casos de NAVM tuvieron una bacteriemia por A. 
baumannii concomitante al diagnóstico de NAVM.  
 El plazo de tiempo que tardaron los pacientes en presentar el primer cultivo de 
ATB positivo para A. baumannii fue de 9 (5-14) días. El diagnóstico de NAVM desde el 
inicio del seguimiento se produjo a los 11 (7-17,75) días. 
 






 5.1.1.1. Variables demográficas. 
La edad mediana de los pacientes con NAVM fue 51 (43,5-69,5) años y la de 
los pacientes colonizados fue 66 (43-70) años.  
Del grupo de los colonizados, 17 (39,5%) eran mujeres y 26 (60,5%) eran 
varones. En los pacientes con NAVM, 22 (38,6%) eran mujeres y 35 (61,4%), varones. 
La edad mediana de las mujeres fue 55 (41-65) años y la de los hombres fue 
61 (45,5-72) años. No hubo diferencias significativas en la distribución de la edad por 
















Gráfico 1. Distribución de la edad en los pacientes con colonización y NAVM. 
 
 5.1.1.2. Características clínicas basales al ingreso en la UCI y 
complicaciones durante el ingreso. 
 Los pacientes con NAVM tenían un índice de Charlson de 0 (0-2) y una 
puntuación en el score APACHE II al ingreso en UCI de 17 (13-20) puntos,  mientras 
que el índice de Charlson de los colonizados fue de 1 (0-2) y su puntuación en el 
APACHE II de 17 (12-21,25) puntos. Las comorbilidades más frecuentes fueron: 
insuficiencia cardiaca, EPOC, diabetes mellitus y antecedente de neoplasia maligna 
sin metástasis (Tabla 12). todas las comorbilidades analizadas se distribuyeron de 
manera similar en ambos grupos de pacientes. 
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Tabla 11. Características demográficas y clínicas de los pacientes con NAVM o colonización de 





(n=57) p OR (95%CI) 
Edad  
Años. md (IQR) 66 (43-70) 51 (43,5-69,5) 0,186 - 
Mujer  
n (%) 17 (39,5) 22 (38,6) 0,920 - 
Charlson score  
md (IQR) 1 (0-2) 0 (0-2) 0,529 - 
APACHE II 




13 (30,2) 27 (47,4) 0,085 2,07 (0,90-4,77) 
Shock séptico 
n (%) 17 (39,5) 30 (52,6) 0,194 - 
Cirugía 
n (%) 19 (44,2) 38 (66,7) 0,025 2,52 (1,11-5,71) 
 
Tabla 12. Comorbilidad previa de los pacientes con NAVM o colonización de vías respiratorias 





Índice de Charlson 1 (0—2) 0 (0-2) 0,529 
Cardiopatía isquémica 1 (2,3) 1 (1,8) 0,840 
Insuficiencia cardiaca 7 (16,3) 6 (10,5) 0,397 
E. vascular periférica 1 (2,3) 2 (3,5) 0,731 
E. cerebro-vascular 3 (6,9) 2 (3,5) 0,431 
EPOC(1) 5 (11,6) 6 (10,5) 0,862 
Demencia 0 1 (1,8) 0,383 
Conectivopatía 1 (2,3) 0 0,247 
Ulcus péptico 2 (4,6) 0 0,100 
Hepatopatía leve 0 2 (3,5) 0,215 
Hepatopatía moderada-
grave 1 (2,3) 2 (3,5) 0,731 
DM(2) sin LOD(3)   8 (18,6) 9 (15,8) 0,711 
DM(2) con LOD(3) 1 (2,3) 2 (3,5) 0,731 
Hemiplejia 0 0 - 
E. renal crónica 1 (2,3) 2 (3,5) 0,731 
Neoplasia maligna 5 (11,6) 4 (7)  
Neoplasia maligna con 
metástasis 0 0 - 
Leucemia 2 (4,6) 0 0,100 
Linfoma 0 0 - 
SIDA 0 1 (1,8) 0,383 
       (1) Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. (2) Diabetes mellitus. (3) Lesión de órgano diana. 
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 Los diagnósticos que motivaron el ingreso en la UCI fueron diversos y 
aparecen recogidos en la tabla 13, correspondiendo a patología médica en 46 (46%) 
casos, a patología quirúrgica en 25 (25%) casos y a patología traumatológica en 29 
(29%) casos (Gráfico 2). 
 
Tabla 13. Distribución de los diagnósticos principales al ingreso en la UCI en pacientes 






n (%) 24 (52,2) 22 (38,6) 0,084 
Causa quirúrgica 
n (%) 8 (18,6) 17 (29,8) 0,200 
Causa traumatológica 
n (%) 11 (25,6) 18 (31,6) 0,510 
Politraumatismo  
n (%) 
8 (18,6) 11 (19,3) 0,903 
TCE * 
n (%) 
0 (0) 5 (8,8) 0,046 
Cirugía cardiaca  
n (%) 
2 (4,7) 3 (5,3) 0,889 
Neurocirugía 
n (%) 
1 (2,3) 2 (3,5) 0,731 
Quemados 
n (%) 
3 (7) 2 (3,5) 0,431 
ACV ** 
n (%) 
4 (9,3) 6 (10,5) 0,840 
NAC *** 
n (%) 
9 (20,9) 6 (10,5) 0,149 
Sepsis  
n (%) 
2 (4,7) 1 (1,8) 0,401 
Infección SNC **** 
n (%) 
1 (2,3) 3 (5,3) 0,458 
Cirugía miscelánea *****  
n (%) 
5 (11,6) 12 (21,1) 0,214 
Patología médica 
miscelánea ******  
n (%) 
8 (18,6) 6 (10,5) 0,249 
* Traumatismo cráneo-encefálico. ** Accidente cerebrovascular. *** Neumonía adquirida en la 
comunidad. **** Infección de sistema nervioso central. ***** Cirugía miscelánea: cistectomía	  
radical (1), peritonitis terciaria (1), abdomen agudo (5), postoperatorio de cirugía gastrointestinal 
electiva (8), cirugía torácica (1), gangrena de Fournier (1). ****** Patología médica miscelánea: 
status epiléptico (3), intoxicación por  benzodiazepinas (1), agitación psicomotriz (1), síndrome 
de Guillain-Barré (2), fallo cardiaco (1), bradicardia (1), broncoespasmo (1), parada cardiaca 
tras cirugía cardiaca (1), aspergilosis pulmonar invasora (1), derrame pleural (1), endocarditis 
















Gráfico 2. Distribución del tipo de patología que motivó el ingreso en la UCI.  
 
 Durante su ingreso en UCI, 40 (40%) pacientes presentaron un fracaso renal 
agudo y 43 (43%) sufrieron un shock séptico. Ambas complicaciones alcanzaron 
mayor proporción en el grupo de los pacientes con NAVM por A. baumannii, sin 
alcanzar diferencias significativas con los pacientes colonizados (tabla 11). 
 Los pacientes incluidos recibieron soporte con ventilación mecánica invasiva 
durante una mediana de 20 (11-30,75) días. Esta duración fue de 14,5 (10-29,75) días 
en los pacientes colonizados y de 22,5 (12,75-31,75) días en los pacientes con NAVM, 
no existiendo diferencias significativas (p=0,21). Eliminando los pacientes que 
fallecieron antes de ser extubados (n=26), tampoco existieron diferencias en la 
duración de la ventilación mecánica entre ambos grupos de pacientes (p=0,35). La 
densidad de incidencia de NAVM por A. baumannii en los pacientes incluidos fue de 
28,5 casos/1000 días de ventilación mecánica.  
 
 5.1.1.3. Diagnóstico de colonización respiratoria, NAVM y bacteriemia por 
A. baumannii. 
 Los pacientes con NAVM obtuvieron una puntuación mediana en la escala 
CPIS de 6 (6-7). Ningún paciente del grupo clasificado como colonizados alcanzó una 
puntuación de 6 con aislamiento de A. baumannii en ATB. Quince pacientes tuvieron 
una bacteriemia por A. baumannii concomitante al diagnóstico de NAVM. Todos ellos 
tenían una muestra de ATB con aislamiento de A. baumannii en tiempo no superior a 
72 horas de diferencia con el hemocultivo. exceptuando cuatro (en dos casos no se 
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extrajo la muestra de ATB por inestabilidad clínica y en dos casos la muestra se perdió 
durante el procesado). Todos estos pacientes habían presentado colonización de vías 
respiratorias por A. baumannii y tenían una puntuación CPIS ≥6, lo que permitió el 
diagnóstico en ausencia de la muestra respiratoria conjuntamente con el hemocultivo 
positivo. 
 5.1.1.4. Tratamiento antimicrobiano.  
 La mayoría de los pacientes habían recibido tratamiento antimicrobiano antes 
de que se aislara por primera vez A. baumannii, sin que existieran diferencias entre 
pacientes colonizados y los que desarrollaron NAVM (Tabla 14). Cuarenta y tres 
pacientes habían recibido carbapenemas, siendo su uso más frecuente en pacientes 
que desarrollaron NAVM que en los que sólo estuvieron colonizados (54,4% vs. 
27,9%, p=0,008) 
  
Tabla 14. Tratamiento antimicrobiano previo a la adquisición de A. baumannii en pacientes 





Antibioterapia previa 40 (93) 53 (92,9) 0,994 
Penicilina/Ampicilina 0 4 (7) 0,076 
Cloxacilina 3 (6,9) 5 (8,7) 0,743 
Amoxicilina-clavulánico 11 (25,5) 18 (31,6) 0,513 
Piperacilina-tazobactam 10 (23,2) 25 (43,8) 0,032 
Sulbactam 0 1 (1,8) 0,383 
Ceftriaxona/cefotaxima 9 (20,9) 10 (17,5) 0,669 
Cefepima 0 7 (12,3) 0,017 
Imipenem 5 (11,6) 14 (24,6) 0,103 
Meropenem 7 (16,3) 17 (29,8) 0,033 
Ertapenem 1 (2,3) 2 (4,6) 0,731 
Aztreonam 0 0 - 
Ciprofloxacino  2 (4,6) 8 (14) 0,121 
Levofloxacino 12 (27,9) 6 (10,5) 0,025 
Macrólido 4 (4,6) 6 (10,5) 0,840 
Aminoglucósido 1 (2,3) 2 (3,5) 0,731 
Vancomicina 6 (13,9) 22 (38,6) 0,007 
Teicoplanina 0 0 - 
Linezolid 6 (13,9) 14 (24,5) 0,189 
Daptomicina 1 (2,3) 1 (1,8) 0,840 
Colistina 3 (6,9) 7 (16,2) 0,381 
Tigeciclina 0 0 - 
Clindamicina 0 4 (7) 0,076 
Metronidazol 0 1 (1,8) 0,383 
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 Cincuenta y tres (92,9%) pacientes con NAVM recibieron un tratamiento 
apropiado con colistina intravenosa. Trece (30,2%) pacientes colonizados recibieron 
colistina en algún momento del seguimiento. La duración mediana en los pacientes 
colonizados de este tratamiento fue de 8 (3-17) días, mientras que en los pacientes 
con NAVM 14 (10-20,25) días (p=0,96). Eliminando a los pacientes que fallecieron 
mientas realizaban tratamiento con colistina, la duración mediana en los colonizados 
fue de 10 (2-24) días y en el grupo de pacientes con NAVM fue de 14 (10-21,5) días 
(p=0,39). Dentro de los pacientes con NAVM, aquellos que tuvieron una bacteriemia 
recibieron colistina durante 14 (9,25-19,25) días, sin diferencias con los 14 (10-21,75) 
de los pacientes con NAVM no bacteriémica.  
 La dosis más utilizada fue 6 millones de unidades (MU) de colistina al día, 
repartidas en tres dosis de 2 MU, siendo recibida por 43 (74,1%) pacientes. Cinco 
pacientes recibieron menos dosis de colistina debido a que presentaban insuficiencia 
renal. Cuatro pacientes recibieron dosis de 9 MU diarios (3 MU cada 8 horas) y uno 
recibió 12 MU al día. En ningún caso se utilizó dosis de carga.  
 El tiempo transcurrido entre el diagnóstico de NAVM y el inicio del tratamiento 
con colistina fue de 1 (0-3,5) días en los pacientes con bacteriemia y de 2,5 (0-4) en 












Gráfico 3. Demora en días de la antibioterapia apropiada en pacientes con y sin bacteriemia. 
 
 Los pacientes que presentaron colonización respiratoria por A. baumannii antes 
de desarrollar la NAVM recibieron tratamiento con colistina más tardíamente que 
aquellos en los que el primer aislamiento de A. baumannii correspondió al diagnóstico 
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de NAVM: 2 (0-3) días vs. 1 (0-4) días; no obstante, las diferencias no fueron 











 Gráfico 4. Demora en días del tratamiento antibiótico correcto en pacientes con 
y sin colonización previa a la NAVM.  
 
 5.1.1.5. Aspectos microbiológicos. 
 5.1.1.5.1. Concentración bacteriana. 
 Los cultivos cuantitativos procedentes de pacientes colonizados tuvieron una 
concentración bacteriana mediana de 7,85 (7,85-8,55) log10 UFC/ml y los procedentes 
de pacientes con NAVM presentaron una concentración mediana de 8,00 (6,84-8,66) 














Gráfico 5. Distribución de la concentración bacteriana en muestras de ATB de distintos clones.  

























             Gráfico 6. Distribución de la concentración bacteriana en muestras respiratorias en 
pacientes colonizados o con NAVM.  
 
 5.1.1.5.2. Otros aislamientos microbiológicos.  
 Se aislaron microorganismos diferentes de A. baumannii en 18 muestras de 
ATB de pacientes con colonización respiratoria y en 20 muestras de ATB del grupo de 
pacientes con NAVM (p=0,49) durante el seguimiento. Los microorganismos aislados 
en el grupo de los colonizados fueron: Staphylococcus aureus (8), Proteus mirabilis 
(5), Pseudomonas aeruginosa (4), Escherichia coli (2), Estafilococos coagulasa-
negativo (2), Serratia plymuthica (1), Citrobacter koseri (1), Klebsiella pneumoniae (1), 
y Candida spp. (4); cinco pacientes tuvieron más de un aislamiento. Los 
microorganismos aislados en el grupo de los pacientes con NAVM fueron: P. 
aeruginosa (10), S. aureus (4), K. pneumoniae (4), Serratia marcescens (2), 
Enterobacter cloacae (2), Enterobacter aerogenes (1), C. koseri (2), Propionibacterium 
acnes (2), Streptococcus pneumoniae (1), Haemophilus influenzae (1), 
Stenotrophomonas maltophilia (1), y Candida spp. (7); once pacientes tuvieron más de 
un aislamiento. Además, 32 pacientes (10 colonizados vs. 22 pacientes del grupos con 
NAVM, p=0,079) presentaron 41 episodios de bacteriemia por otros microorganismos: 
Estafilococo coagulasa-negativo (15), S. aureus (4), E. coli (3), K. pneumoniae (2), 
Enterococcus faecalis (2), E. faecium (2), S. pneumoniae (2), P. acnes (2), 
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Streptococcus milleri (2), E. cloacae (1), M. morganii (1), Neisseria meningitidis (1), 
Listeria monocytogenes (1), y Candida spp. (3); cuatro pacientes tuvieron más de un 





















Gráfico 7. Evolución temporal de la proporción de aislamientos microbiológicos 
y la concentración bacteriana de A. baumannii a lo largo del seguimiento.  
 5.1.1.6. Evolución clínica y pronóstico. 
 5.1.1.6.1. Mortalidad. 
 En el grupo de los pacientes con colonización respiratoria, fallecieron 12 
(27,9%) pacientes en el plazo de 30 días, mientras que en el grupo con NAVM, lo 
hicieron 14 (24,6%) (p=0,7). La mediana de tiempo transcurrido desde el diagnóstico 
de NAVM hasta la muerte fue de 17 (7-21) días.  
 En el análisis de supervivencia entre pacientes con colonización respiratoria y 
pacientes con NAVM no se encontraron diferencias (p=0,34) (Figura 4).  
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 Figura 4. Supervivencia en pacientes con colonización o NAVM.  
 
 5.1.1.6.2. Estancia en UCI. 
 La estancia en UCI mediana fue de 17 (8-33) días para el conjunto de los 
pacientes, siendo de 9 (6-22) días en los pacientes colonizados y de 21,5 (11,5-42,75) 
días en los pacientes con NAVM (p=0,004),  
 5.1.1.6.3. Estancia hospitalaria. 
 La duración de la estancia hospitalaria fue de 53 (20-73) días para el conjunto 
de los pacientes, siendo de 28 (15,75-52,75) días para los colonizados y de 35 (25-56) 
días para los pacientes con NAVM (p=0,5).  
 
 5.1.2. Factores relacionados con la mortalidad y estancia en UCI. 
 5.1.2.1. Factores relacionados con la mortalidad. Análisis bivariante y 
multivariante.  
 Los factores relacionados con una mayor mortalidad a 30 días en la población 
global aparecen reflejados en la tabla 15. El índice de Charlson y el desarrollo de 













p OR (IC95%) 
Sexo femenino 
n (%) 9 (34,6) 17 (65,4) 0,595 0,776 (0,306-1,971) 
Edad 
mediana (IQR) 61,4 (48,5-73) 53,6 (43-66) 0,040 1,03 (1,002-1,06) 
Índice de Charlson 
mediana (IQR) 2,07 (1-3) 0,71 (0-1) <0,001 2,21 (1,47-3,31) 
APACHE II 
mediana (IQR) 19,48 (17-20) 16,26 (12-19,5) 0,048 1,07 (1,00-1,14) 
Ingreso por causa 
médica 
n (%) 
16 (61,5) 30 (40,5) 0,068 2,34 (0,939-5,867) 
Ingreso por causa 
quirúrgica 
n (%) 
7 (26,9) 18 (24,3) 0,792 1,14 (0,415-3,167) 
Ingreso por causa 
traumatológica 
n (%) 
3 (11,5) 26 (35,1) 0,031 0,241 (0,066-0,879) 
Shock séptico 
n (%) 20 (76,9) 27 (36,5) 0,001 5,802 (2,076-16,217) 
Fallo renal agudo 
n (%) 19 (73,1) 21 (28,4) <0,001 6,85 (2,512-18,68) 
Tto. con colistina 
n (%) 20 (76,9) 46 (62,2) 0,177 2,029 (0,727-5,662) 
NAVM 
n (%) 14 (53,8) 43 (58,1) 0,706 0,841 (0,342-2,066) 
Bacteriemia 
n (%) 6 (23,1) 9 (12,2) 0,187 2,16 (0,687-6,830) 
 
Tabla 16. Factores asociados con la mortalidad en la muestra global: análisis multivariante 
mediante regresión logística. 
 Muerte 
(n=26) p OR (IC95%) 
Índice de Charlson 
mediana (IQR) 2,07 (1-3) <0,001 2,44 (1,5-3,97) 
Shock séptico 
n (%) 20 (76,9) 0,001 7,21 (2,18-23,83) 
NAVM 
n (%) 14 (53,8) 0,709 0,81 (0,26-2,44) 
 
 Entre los pacientes que desarrollaron NAVM, las variables que se relacionaron 
con una mayor mortalidad en el análisis bivariante fueron el índice de Charlson, el 
shock séptico, el fracaso renal agudo y el ingreso por causa distinta a la 





Tabla 17. Factores relacionados con la mortalidad en pacientes con NAVM por A. 









OR (IC95%) p OR (IC95%) p 
Sexo femenino 


















20,25) 15,5 (12,25-19,5) 1,05 (0,96-1,14) 0,294 
  
Ingreso por causa 
médica 
n (%) 
8 (57,1) 14 (32,6) 2,76 (0,8-9,5) 0,107 
 
 
Ingreso por causa 
quirúrgica 
n (%) 
5 (35,7) 12 (27,9) 1,43 (0,4-5,16) 0,580 
 
 
Ingreso por causa 
traumatológica 
n (%) 





























 La bacteriemia no alcanzó diferencia estadísticamente significativa entre 
ambos grupos en el análisis bivariante, pero sí lo hizo tras ajustar en el multivariante 
por el fracaso renal agudo y el índice de Charlson, siendo este el modelo más 
parsimonioso para explicar la mortalidad.  
 El análisis de supervivencia que comparó pacientes con NAVM bacteriémica y 
no bacteriémica reveló una menor supervivencia en los primeros (p=0,027) (Figura 5). 
Esta diferencia se mantenía en el análisis multivariante mediante regresión de Cox, en 
el que además se observa cómo el tratamiento con colistina es un factor protector de 








Figura 5. Supervivencia en pacientes con NAVM con y sin bacteriemia. 
 
Tabla 18. Factores relacionados con la supervivencia en pacientes con NAVM por A. 









HR (IC95%) p HR (IC95%) p 
Sexo femenino 


















19,5) 1,01 (0,95-1,08) 0,632 
  
Ingreso por causa 
médica 
n (%) 
8 (57,1) 14 (32,6) 2,27 (0,79-6,57) 0,129 
 
 
Ingreso por causa 
quirúrgica 
n (%) 
5 (35,7) 12 (27,9) 1,38 (0,46-4,13) 0,563 
 
 
Ingreso por causa 
traumatológica 
n (%) 









11 (78,6) 16 (37,2) 3,5 (0,97-12,54) 0,055  3,88 (1,06-14,21) 0,04 
Colistina 
n (%) 13 (92,9) 40 (93,0) 0,03 (0,002-0,47) 0,013 0,02 (0,001-0,72) 0,033 
Bacteriemia 
n (%) 6 (42,9) 9 (20,9) 4,49 (1,52-13,3) 0,007 4,67 (1,53-14,25) 0,007 
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 Entre los pacientes colonizados que no desarrollaron NAVM, las variables que 
se relacionaron con una mayor mortalidad en el análisis bivariante fueron el sexo 
masculino, el índice de Charlson, la puntuación APACHE II al ingreso, el shock 
séptico, el fracaso renal agudo y el tratamiento con colistina (tabla 19). 
 
Tabla 19. Factores relacionados con la mortalidad en pacientes con colonización respiratoria 








p OR (IC95%) 
Sexo femenino 
n (%) 2 (16,7) 15 (48,4) 0,070 0,213 (0,04-1,137) 
Edad 
mediana (IQR) 68,5 (53,5-73) 62 (43-70) 0,146 1,038 (0,987-1,091) 
Índice de Charlson 
mediana (IQR) 2,5 (1-3,75) 0 (0-1) 0,003 3,117 (1,47-6,612) 
APACHE II 
mediana (IQR) 19 (16-24) 15 (10-21) 0,065 1,12 (0,993-1,264) 
Ingreso por causa 
médica 
n (%) 
8 (66,7) 16 (51,6) 0,376 1,875 (0,446-7,54) 
Ingreso por causa 
quirúrgica 
n (%) 
2 (16,7) 6 (19,4) 0,839 0,833 (0,143-4,845) 
Ingreso por causa 
traumatológica 
n (%) 
2 (16,7) 9 (29) 0,411 0,489 (0,089-2,689) 
Shock séptico 








7 (58,3) 6 (19,4) 0,017 5,833 (1,364-29,941) 
 
Tabla 20. Factores asociados con la mortalidad en los pacientes con colonización respiratoria 
por  A. baumannii (análisis multivariante). 
 
 Muerte 
(n=14) p OR (IC95%) 
Índice de Charlson 
mediana (IQR) 2,5 (1-3,75) 0,004 3,29 (1,45-7,47) 
Fallo renal agudo 
n (%) 8 (66,7) 0,011 12,8 (1,77-92,23) 
 
 Respecto a los modelos multivariantes realizados mediante regresión logística, 
cabe destacar que el shock séptico y el fracaso renal agudo se comportaron como 
variables colineales, siendo seleccionadas en todos los modelos construidos (para la 
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muestra global, para la de pacientes colonizados y para la de pacientes con NAVM) 
como factores de riesgo de mortalidad cuando se analizaron por separado, con 
mínimas diferencias en la capacidad discriminativa de los distintos modelos.  
 
 5.1.2.2. Factores relacionados con la estancia en UCI. Análisis bivariante 
y multivariante. 
 Los factores relacionados con la estancia en UCI en el conjunto de los 
pacientes estudiados aparecen recogidos en la tabla 21. El desarrollo de NAVM por A. 
baumannii (p=0,004) y una mayor edad (p=0,01) se relacionaron de forma 
independiente con una estancia en UCI más prolongada. La duración de la estancia 
entre el ingreso en UCI y el desarrollo de colonización o NAVM por A. baumannii no se 
relacionaron con la duración de la estancia en UCI (p=0,1).  
 Los factores relacionados con la estancia prolongada en los subgrupos de 
pacientes con colonización respiratoria o NAVM aparecen reflejados en las tablas 22 y 
23, respectivamente.  
 
 
Tabla 21. Factores asociados con estancia en UCI prolongada en la muestra global de 
pacientes incluidos (n=67). 
Variable 
Análisis bivariante Análisis multivariante 
p OR (IC95%) p OR (IC95%) 
NAVM 0,007 1,81 (1,18-2,79) 0,004 1,88 (1,23-2,88) 
Edad 0,041 1,01 (1,00-1,03) 0,010 1,01 (1,00-1,03) 
Sexo femenino 0,097 1,45 (0,93-2,26) - - 
Índice de Charlson 0,257 1,45 (0,90-1,44) - - 
APACHE II 0,03 1,04 (1,00-1,07) 0,47  1,01 (0,98-1,05) 
Shock séptico 0,011 1,80 (1,15-2,81) 0,204  1,35 (0,85-2,15) 
Fracaso renal agudo 0,015 1,84 (1,13-3,01) 0,107 1,5 (0,91-2,47) 









Tabla 22. Factores asociados con mayor estancia en UCI en los pacientes con NAVM (n=40). 
 
Variable 
Análisis bivariante Análisis multivariante 
p OR (IC95%) p OR (IC95%) 
Edad 0,058 1,02 (0,99-1,04) 0,077 1,02 (0,99-1,03) 
Sexo femenino 0,219 1,43 (0,80-2,57) - - 
Índice de Charlson 0,410 1,12 (0,85-1,46) - - 
APACHE II 0,365 1,02 (0,98-1,06) - - 
Shock séptico 0,176 1,46 (0,84-2,56) - - 
Fracaso renal agudo 0,067 1,70 (0,96-3,00) 0,088 1,61 (0,92-2,82) 




Tabla 23. Factores asociados con estancia en UCI prolongada en el grupo de pacientes con 
colonización respiratoria (n=27). 
 
Variable 
Análisis bivariante Análisis multivariante 
p OR (IC95%) p OR (IC95%) 
Edad 0,120 1,01 (0,99-1,03) - - 
Sexo femenino 0,042 1,92 (1,03-3,59) 0,049 1,78 (1,00-3,22) 
Índice de Charlson 0,934 1,02 (0,52-2,04) - - 
APACHE II 0,022 1,06 (1,01-1,12) 0,027 1,05 (1,00-1,10) 
Shock séptico 0,078 1,99 (0,91-4,31) - - 












5.2. OBJETIVO 2. Comparar la presencia de determinados factores de virulencia entre 
las cepas clínicas colonizantes y productoras de infección: formación de biofilm, 
motilidad, expresión de ompA, adquisición de hierro y presencia de hemolisinas. 
 
 5.2.1. Relación clonal de las cepas.  
 5.2.1.1. Elección de las cepas. 
Para los estudios de virulencia, se eligió la primera cepa procedente de un 
cultivo de ATB en cada paciente. De estas, 59 pertenecían a pacientes con 
colonización respiratoria y 41 a pacientes con NAVM. Dieciséis de los colonizados 
desarrollaron ulteriormente una NAVM: en estos casos se tomó también la primera 
muestra de ATB del mismo día o inmediatamente posterior a la fecha del diagnóstico 
de neumonía. No obstante, en tres de estos pacientes el diagnóstico de NAVM se 
produjo sin que hubiera una muestra de ATB concomitante o en las primeras 72 horas 
(basándose en la presencia de colonización previa y de un hemocultivo coincidente 
con el diagnóstico de NAVM); por tanto, solo se añadieron 13 cepas a las 100 previas. 
Las 15 cepas procedentes de hemocultivos también fueron seleccionadas para su 
análisis.   
 5.2.1.2. Relación clonal según REP-PCR. 
 Se obtuvieron 3 clones mediante la técnica de REP-PCR, denominados clones 
A, B y C. El 98,5% de los aislados pertenecía al clon A.  
 
 
Figura 6. Patrón de bandas en electroforesis de REP-PCR de varias cepas analizadas. Las 12 




5.2.1.3. Relación clonal según PFGE. 
 Se obtuvieron siete clones diferentes mediante esta técnica, a los que se 
denominó con cifras del 1 al 7. El clon 5 se correspondió con el clon B por REP-PCR y 
el clon 1, se correspondió con el clon C por REP-PCR. La distribución de cepas en los 
mismos fue la que se representa en la tabla 24.  
 
Tabla 24. Distribución por PFGE de las cepas analizadas.  
 Clon por PFGE 
Tipo de cepa 1 2 3 4 5 6 7 
Colonizantes - 16 1 32 - 3 5 
NAVM 1 12 5 30 1 2 4 
Bacteriémica - 3 1 9 - - 2 















Figura 7. Dendrograma a partir de los resultados de PFGE. 
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 5.2.2.Factores de virulencia.  
 5.2.2.1. Formación de biofilm. Distribución según la clonalidad y origen de 
las cepas. 
El grado de producción de biofilm en las cepas pertenecientes a distintos 
clones por PFGE es el representado en el gráfico 9. Existe asociación 
estadísticamente significativa entre el clon y la producción de biofilm (p<0,001); los 
aislados con una producción más elevada pertenecen a los clones 6 y 7.   
 
Gráfico 9. Distribución de la producción de biofilm por clones. 
 
 
Diecisiete (13,5%) cepas procedentes de 15 pacientes pertenecían al fenotipo 
hiperproductor de biofilm. El resto de cepas fueron clasificadas como escasamente 




































Gráfico 10. Distribución por clones del fenotipo de producción de biofilm. 
 
 No existieron diferencias significativas en la producción de biofilm entre las 
cepas procedentes de muestras de ATB y de hemocultivos (p=0,44). Tampoco se 
encontraron diferencias al ajustarlo por clones (p=0,47). En el gráfico 10 puede 
apreciarse la distribución.  
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5.2.2.2. Motilidad en superficie. Distribución según la clonalidad y origen de las 
cepas. 
 De las cepas estudiadas, solamente 14 (11,1%) no presentaban motilidad en 
superficie. Este fenotipo se agrupó en los clones 1 (1 aislado, 100%), 2 (6 aislados, 
19,3%) y 4 (7 aislados, 11,4%) según se muestra en el Gráfico 12. 
 
Gráfico 12. Distribución en los diferentes clones del fenotipo de motilidad. 
 
 
 La distribución de cepas con y sin motilidad fue similar entre los pacientes 
colonizados y los pacientes que desarrollaron NAVM (p=0,667), como se muestra en el 
Gráfico 13. 
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 5.2.2.3. Estudio de la producción de hemolisinas. 
 Ninguna de las cepas estudiadas presentaba producción de hemolisinas. 
 5.2.2.4. Capacidad de adquisición de hierro. 
 No existieron diferencias en la capacidad de adquirir hierro en las distintas 
cepas estudiadas, por lo que no se avanzó en el estudio de los factores de virulencia 
relacionados con la capacidad de adquisición del mismo.  
 5.2.2.5. Expresión de OmpA.  
 5.2.2.5.1. Elección de cepas. 
Para el estudio de la expresión de OmpA, se escogió un subgrupo de 29 cepas 
procedentes de muestra de ATB de 29 pacientes distintos: 16 procedentes de 
pacientes colonizados que no desarrollaron NAVM posteriormente y 13 procedentes 
de pacientes con NAVM que no habían estado previamente colonizados; de estos 13, 
4 tenían una NAVM bacteriémica.  
 5.2.2.5.2. Expresión de OmpA según la clonalidad. 
 La mediana de expresión de ompA fue de 0,899 (0,331-1,73). La expresión en 
los diferentes clones aparece reflejada en la Figura 8, no presentando diferencias 
estadísticamente significativas (p=0,9). 
  







Clon n Expresión de ompA 
1 1 1,01 
2 6 0,26 (0,13-1,83) 
4 17 0,89 (0,42-1,64) 
6 1 1,17  
7 4 1,49 (0,54-2,34) 

















 5.2.2.5.3. Relación de la expresión de OmpA con otros factores de 
virulencia.  
 Seis (20,6%) de las cepas en las que se estudió la expresión de ompA tenían 
un fenotipo hiperproductor de biofilm. No existieron diferencias de expresión de ompA 
entre estas y las 23 (79,4%) restantes: 0,89 (0,36-1,67) vs. 0,91 (0,32-2,04) 
respectivamente (p=0,85). (Gráfico 14) 
 Dos (6,8%) de las cepas en las que se estudió la expresión de ompA no 
presentaban motilidad en superficie. La expresión de ompA fue similar en cepas con y 
sin motilidad: 0,89 (0,36-1,73) vs. 0,59 (0,38-0,8) respectivamente (p=0,42). 
 
 
 Gráfico 14. Correlación entre la expresión de ompA y producción de biofilm. 
 
 
5.3. OBJETIVO 3. Evaluar la presencia de infección respiratoria, el desarrollo de 
bacteriemia y la mortalidad en los pacientes críticos con ventilación mecánica 
relacionados con la adquisición de cepas con distintos factores de virulencia 
bacteriana anteriormente caracterizados. 
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 5.3.1. Relación de los factores de virulencia con el desarrollo de NAVM. 
 5.3.1.1. Relación de la formación de biofilm con el desarrollo de NAVM.  
 Siete (12,5%) cepas procedentes de ATB de pacientes colonizados, 9 (15,8%) 
procedentes de ATB de pacientes con NAVM y 2 (13,3%) procedentes de 














Gráfico 15. Distribución de la producción de biofilm según el origen de la muestra. 
  
 
 Entre los pacientes con NAVM, 10 (17,5%) tuvieron aislados hiperproductores 
de biofilm, frente a 6 (13,9%) de los pacientes que solo tuvieron colonización 
respiratoria (p=0,59). Tres de los pacientes con NAVM tuvieron bacteriemia y un 
aislado hiperproductora de biofilm, sin que ambos hecho presentaran asociación 
significativa.  
 5.3.1.2. Relación de la motilidad en superficie con el desarrollo de NAVM. 
 No se encontró asociación entre ningún fenotipo de motilidad y el desarrollo de 
NAVM. Ocho (13,5%) cepas procedentes de ATB de pacientes colonizados, 5 (9,2%) 
procedentes de ATB de pacientes con NAVM y 1 (6,6%) procedentes de hemocultivos 
no presentaban motilidad en superficie (p=0,35), el resto de cepas sí la presentaron.  
 Seis (10,5%) de los pacientes que desarrollaron NAVM y 6 (13,9%) de los 
pacientes colonizados tenían cepas sin motilidad (p=0,35).  
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 5.3.1.3. Relación de la expresión de ompA con el desarrollo de NAVM y 
NAVM bacteriémica. Análisis bivariante y multivariante. 
 La expresión de ompA fue diferente en pacientes colonizados y pacientes con 













Gráfico 16. Distribución de la expresión de OmpA en pacientes colonizados o con NAVM. 
 
 La distribución fue diferente también entre pacientes con NAVM sin 
bacteriemia, con expresión mediana de 1,43 (1,4-1,9) y NAVM bacteriémica, con 














Gráfico 17. Distribución de la expresión de OmpA en pacientes colonizados, con NAVM no 







Tabla 25. Factores asociados con la expresión de OmpA. Análisis bivariante y multivariante. 
 
 Bivariante Multivariante 
p B (IC95%) p 
Clon1 0,980 -0,05 (-019 – 0,09) 0,459 
Biofilm2 0,332 - - 
Motilidad1 0,443 - - 
Diagnóstico*1 <0,001 1,063 (0,75-1,37) <0,001 
* Colonización, NAVM o NAVM bacteriémica. 
1 Variables cualitativas 





 5.3.2. Relación de los factores de virulencia con la mortalidad. 
 La relación de los distintos factores de virulencia con la mortalidad solo se 
estudió en pacientes con NAVM.  
 5.3.2.1. Relación de la formación de biofilm con la mortalidad.  
 La producción de biofilm no se asoció con la mortalidad en el conjunto de la 
muestra, en el grupo de pacientes con colonización respiratoria ni en el conjunto de los 
pacientes con NAVM. El fenotipo hiperproductor de biofilm se asoció con la mortalidad 
(p=0,044) en el análisis bivariante en el subgrupo de pacientes con NAVM 
bacteriémica. Esta asociación no se encontró en la muestra global, en los pacientes 
con colonización respiratoria ni en el conjunto de pacientes con NAVM. (Gráfico 18) No 
obstante, esta asociación no alcanzó la significación estadística al comparar el valor 
de producción de biofilm entre supervivientes (0,10 [0,05-0,14]) y fallecidos (0,11 [0,07-
0,28]) en el grupo de pacientes con NAVM bacteriémica (p=0,283).  
 Dado el reducido tamaño del grupo de pacientes con NAVM bacteriémica, no 
se pudo ajustar el valor de la producción de biofilm por otras variables relacionadas 






Gráfico 18. Asociación entre la producción de biofilm y la mortalidad en el conjunto global de los 
pacientes y en pacientes con colonización respiratoria, con NAVM o con NAVM bacteriémica. 
 












5.3.2.2. Relación de la motilidad en superficie con la mortalidad.  
 El fenotipo de la motilidad en superficie no se asoció con la mortalidad en el 
conjunto de los pacientes ni tampoco en ninguno de los subgrupos (colonizados, 





Gráfico 19. Asociación entre la motilidad de las cepas y la mortalidad en el conjunto 






 5.3.2.3. Relación de la expresión de ompA con la mortalidad. 
 La expresión de ompA se relacionó con la mortalidad en los pacientes con 
NAVM, siendo de 2,37 (2,33.3,28) en los pacientes fallecidos (n=5) y de 1,21 (1,05-
1,73) en los supervivientes (n=8), con un valor de p=0,019. (Gráfico 20) 
 
Gráfico 20. Distribución de la expresión de ompA en pacientes fallecidos o supervivientes en a) 
Muestra global, b) Pacientes con NAVM. 
 
 Esta asociación entre expresión de ompA y mortalidad permanecía en los 
pacientes con NAVM no bacteriémica (p=0,004) (Gráfico 21), mientras que en la 











Gráfico 21. Distribución de la expresión de ompA en pacientes con NAVM sin bacteriemia 














Gráfico 22. Distribución de la expresión de ompA en pacientes con NAVM bacteriémica 
fallecidos o supervivientes. 
 
 Se realizó un análisis multivariante ajustando por el índice de Charlson, al ser 
el factor más constantemente relacionado con la mortalidad en el conjunto de la 
muestra. Aunque en ningún caso (muestra global, grupo de pacientes con colonización 
respiratoria o grupo de pacientes con NAVM) la expresión de ompA llegó a demostrar 
relación estadísticamente significativa, su valor dentro del modelo varía respecto al 
índice de Charlson como predictor de mortalidad en pacientes colonizados o con 
NAVM (tablas 26-28).  
 
Tabla 26. Factores relacionados con la mortalidad en la muestra global (análisis multivariante).  
 
 p OR (IC95%) 
Índice de Charlson 0,028 3,55 (1,143-11,039) 
Expresión de ompA 0,088 2,77 (0,858-8,985) 
  n=29 
 
Tabla 27. Factores relacionados con la mortalidad en pacientes con colonización respiratoria 
(análisis multivariante).  
 p OR (IC95%) 
Índice de Charlson 0,062 7,11 (0,903-56,114) 
Expresión de ompA 0,517 0,35 (0,015-8,220) 
  n=16 
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Tabla 28. Factores relacionados con la mortalidad en pacientes con NAVM (análisis 
multivariante). 
 p OR (IC95%) 
Índice de Charlson 0,303 4,37 (0,264-72,40) 
Expresión de ompA 0,084 32,25 (0,62-1663,75) 
  n=13 
 
 
5.4. OBJETIVO 4. Estudiar la asociación entre la presencia de mecanismos de 
resistencia a imipenem (baja expresión de porinas y presencia de carbapenemasas) y 
los factores de virulencia en la colección de cepas caracterizadas a partir del objetivo 
primero. 
 5.4.1. Mecanismos de resistencia a carbapenemas. 
 5.4.1.1. Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos.  
 Las CMI y CMB de imipenem. amikacina. ceftazidima. ciprofloxacino. colistina. 
rifampicina. sulbactam y tigeciclina frente a los 126 aislados de A. baumannii 
seleccionados aparecen reflejadas en la Tabla 29. 
 En el estudio mediante Etest, todas las cepas fueron resistentes a meropenem, 
con un punto de corte superior a 8 mg/l (límite de detección de la técnica) excepto un 
aislado, que tuvo una CMI de 0,38 mg/l. (Figura 9). 
 
Tabla 29. Sensibilidad in vitro de los aislados de A. baumannii elegidos para el estudio a los 
antibióticos seleccionados. 
Antimicrobiano Rango de CMI CMI50 CMI90 CMB50 CMB90 % cepas sensibles 
Imipenem 0,25-256 16 128 32 128 0,79 
Meropenem 0,38->8 >8 >8 - - 0,79 
Amikacina 0,25-64 8 32 8 64 74,6 
Ceftazidima 16-256 64 128 64 128 0 
Ciprofloxacino 0,5 32 128 64 128 0 
Colistina 0,06-0,12 0,06 0,12 0,06 0,12 100 
Rifampicina 1-128 32 128 64 256 15,87 
Sulbactam 2-64 4 16 8 32 58,73 
Tigeciclina 0,06-0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 100 
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Figura 9. La imagen 1 muestra el resultado del Etest de la única cepa sensible a meropenem, 
con una CMI de 0,38 mg/l. La imagen 2 muestra el resultado de el resto de estudios que se 
realizaron, en los que se detectó una CMI superior a 8 mg/l.  
 
 
 5.4.1.2. Caracterización de carbapenemasas. 
 5.4.1.2.1. Presencia de carbapenemasas y relación con la CMI de 
imipenem. Distribución clonal. 
 En el estudio fenotípico mediante Etest MP/MPI, ningún aislado presentó 
criterios de presencia de MBL. En la PCR para determinación de oxacilinasas, todas 
las cepas contenían en gen de blaOXA-51, aunque solo en 11 (8,7%) estaba 
precedida por la secuencia ISAba1. No se encontró ninguna cepa productora de 
blaOXA-23 ni de las MBL IMP o VIM. La presencia de otras oxacilinasas (blaOXA-40 y 
blaOXA-58) fue variable, como refleja la Tabla 30.  
 






1 2 3 4 5 6 7 CMI50 Rango CMI50 
blaOXA-23 - - - - - - - 0 - - - 
blaOXA-40 1 - 3 2 - 4 11 21 128  8-256 >8 
blaOXA-58 - 31 4 68 - 1 - 104 16 8-64 >8 
ISAbaI –blaOXA-51 - - - 1 - 3 7 11 128  8-256 >8 
Ninguna - - - - 1 - - 1 0,25 - 0,38 
IMP - - - - - - - 0 - - - 
VIM - - - - - - - 0 - - - 
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Tabla 31. Patrones de carbapenemasas y su relación con la CMI de imipenem. 
Patrón de carbapenemasas n CMI50 imipenem 
[OXA-58]- [OXA-40]- [ISAba1 OXA-51]- 1 0,25 
[OXA-58]+ [OXA-40]- [ISAba1 OXA-51]- 103 16 
[OXA-58]+ [OXA-40]- [ISAba1 OXA-51]+ 1 32 
[OXA-58]- [OXA-40]+ [ISAba1 OXA-51]- 11 64 
[OXA-58]- [OXA-40]+ [ISAba1 OXA-51]+ 10 128 
 
 La distribución de estos patrones fue desigual entre los distintos clones  
(p<0,001), como puede observarse en el gráfico 23. 
 
 




 Los aislados productores de blaOXA-58 presentaron valores CMI de imipenem 
significativamente inferiores a los aislados productores de blaOXA-40 (p<0,001) 
(Gráfico 24). Dentro de los aislados productores de blaOXA-40, aquellos con ISAbaI 
OXA-51 tendían a tener valores superiores, sin que se encontraran diferencias 
estadísticamente significativas respecto a los aislados que no expresaban OXA-51 









Gráfico 25. Distribución de la CMI de imipenem de las cepas productoras de blaOXA-40 con y 
sin presencia de ISAba1-blaOXA-51. 
 
 
 5.4.1.3. Estudio de proteínas de membrana externa y expresión de 
porinas. 
 5.4.1.3.1. Caracterización de la producción de porinas y relación con la 
CMI de imipenem. Distribución clonal. 
 Entre el total de aislados estudiados, se encontraron 7 (5,5%) con una baja 
producción de una proteína de membrana con un peso molecular de unos 29 kDa, que 
corresponde al de la proteína de membrana CarO (Figura 10). Cinco de estas cepas 
presentaban una CMI de imipenem de 16 mg/l, todas ellas correspondían a cepas 
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portadoras de blaOXA-58, no existiendo diferencias en la CMI entre las cepas con baja 
producción de esta proteína y las que no la presentaban (p=0,279). Las dos cepas 
restantes correspondían a cepas portadoras de blaOXA-40. Tenían una CMI de 
imipenem de 64 mg/l y 128 mg/l respectivamente. Tampoco se encontraron diferencias 
respecto al resto de cepas con una expresión de CarO normal (p=1,000).  
 El fenotipo de baja producción de CarO estaba distribuido entre varios clones: 


















Figura 10. Resultado de electroforesis de proteínas de membrana externa de cuatro 
aislados. El cuarto, a diferencia de los demás, no tiene ninguna banda en el peso 
molecular correspondiente a 29KDa (punta de flecha). 
5.4.1.4. Relación entre los mecanismos de resistencia y los factores de 
virulencia. Distribución clonal.  
 Se detectó una agrupación clonal de los fenotipos de producción de biofilm y de 
las carbapenemasas. Como puede verse en la Tabla 32, de 17 aislados 
hiperproductores de biofilm, 13 tenían blaOXA-40 y se agrupaban en los clones 6 y 7. 
En cambio, todos los aislados con blaOXA-58 menos 3 eran escasamente productores 
de biofilm, y la mayoría de ellos se agrupaban en los clones 2, 3 y 4. Las infecciones 
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producidas por estos últimos causaron una mortalidad del 21,3%, frente al 50% de las 
infecciones producidas por el primer grupo (p=0,124).  
 En los aislados en los que se determinó la expresión de ompA, la distribución 
clonal de su nivel de expresión, producción de biofilm, motilidad y carbapenemasas es 
el que muestra la tabla 33.  
 
Tabla 32. Distribución clonal de las carbapenemasas, la producción de biofilm y la motilidad.  
   Clon por PFGE Total Carbapenemasas Biofilm Motilidad 1 2 3 4 5 6 7 
[OXA-58]- [OXA-40]- [ISAba1 OXA-51]- + - - - - - 1 - - 1 
[OXA-58]+ [OXA-40]- [ISAba1 OXA-51]- - 
- - 5 - 6 - - - 11 
+ - 27 4 61 - 1 - 89 
+ - - 2 - 1 - - - 3 
[OXA-58]+ [OXA-40]- [ISAba1 OXA-51]+ - + - - - 1 - - - 1 
[OXA-58]- [OXA-40]+ [ISAba1 OXA-51]- - 
- 1 - - - - - - 1 
+ - - 3 2 - - 1 6 
+ + - - - - - 1 3 4 
[OXA-58]- [OXA-40]+ [ISAba1 OXA-51]+ - + - - - - - - 1 1 
+ + - - - - - 3 6 9 
 126 
 
Tabla 33. Distribución clonal de las carbapenemasas, la producción de biofilm, la motilidad y la 
expresión de ompA en los aislados en los que se realizó determinación de ésta. 










1 6 0,96±1,21 1 5 blaOXA-58 0 
3 17 1,16±1,00 0 17 blaOXA-58 0 
5 1 1,17 1 1 blaOXA-40 1 
6 4 1,39±1,12 4 4 blaOXA-40 3 
7 1 1,01 0 0 blaOXA-40 0 













































6.1. OBJETIVO 1. Evaluar la mortalidad asociada a la colonización de vías 
respiratorias por A. baumannii vs. la de las infecciones respiratorias por esta bacteria, 
con o sin bacteriemia, en los pacientes críticos con ventilación mecánica. 
 
 6.1.1. Estudio epidemiológico. Descripción de la población de estudio.  
 Durante el periodo de estudio, se valoraron 412 pacientes con ventilación 
mecánica. Teniendo en cuenta el tamaño y la complejidad de la UCI, este número de 
individuos es inferior al esperado. En un estudio con 72 UCIs españolas, se estimó 
que la proporción de pacientes que ingresaban y recibían ventilación mecánica 
invasiva era del 29%. La duración mediana de esta fue de 4 (2-8) días (228). Aunque 
el porcentaje de pacientes intubados podría haber disminuido en los últimos años 
gracias al uso de ventilación no invasiva, el número esperado de pacientes a valorar 
durante el periodo(36) de estudio se encuentra cercano a 1000. Por tanto, los datos 
obtenidos deben ser interpretados desde este posible sesgo de selección.  
 La incidencia de adquisición de A. baumannii fue elevada: más de un tercio de 
los pacientes con ventilación mecánica durante más de 48 horas presentó cultivos 
positivos en aspirado traqueobronquial (ATB). Dicha cifra, junto con la precocidad de 
esta adquisición (el 75% se produjo en las primeras dos semanas), revela una elevada 
presión de colonización en el entorno de nuestra UCI, factor de riesgo de gran 
relevancia en la transmisión de A. baumannii (229)(230). Incidencias similares se han 
descrito en las UCIs de otros hospitales de nuestro entorno (43). 
 Cincuenta y siete de los pacientes incluidos desarrollaron una NAVM. Cuando 
se diseñó el estudio, la proporción esperada de incidencia de colonización y NAVM era 
1:1. No obstante, esta proporción está basada en series que describen la distribución 
en colonización e infección de A. baumannii procedente de todo tipo de muestras 
biológicas (36). 
  
 6.1.1.1. Variables demográficas. 
 La proporción de hombres fue superior a la de mujeres en esta cohorte. Esta 
relación es similar a la descrita para el conjunto de pacientes con ventilación mecánica 
invasiva en UCIs españolas, al igual que la edad mediana (228). La distribución de 
estas variables entre pacientes colonizados o con NAVM se discute a continuación.  
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 6.1.1.2. Características clínicas basales al ingreso en la UCI y 
complicaciones durante el ingreso.  
 Las características demográficas (edad y sexo) y clínicas (índices de Charlson 
y APACHE II) basales fueron similares en los pacientes que desarrollaron NAVM y los 
que permanecieron solo colonizados. Estos resultados son concordantes con lo que 
conocemos de series clínicas previas, en las que estas características no se 
comportan de forma estable como factores asociados al desarrollo de NAVM por A. 
baumannii. Solo la edad avanzada se ha descrito como factor de riesgo en algunos 
estudios, sin que se encontrase relación en otros (9)(231).  
 Los pacientes con NAVM desarrollaron con más frecuencia fracaso renal agudo 
durante el periodo de seguimiento, aunque la diferencia no alcanza la significación 
estadística. Esta tendencia podría estar en relación con la propia infección o con la 
eventual nefrotoxicidad del tratamiento antibiótico, que se hizo mayoritariamente con 
colistina, pero el diseño del estudio impide dilucidarlo. La frecuencia de shock séptico 
fue elevada, y similar, en ambos grupos. Aunque la NAVM es una posible causa de 
esta complicación, los pacientes críticos están especialmente expuestos a sufrirla por 
causas infecciosas diversas, lo cual explicaría la falta de diferencias.  
 La única variable que se distribuye de manera desigual en ambos grupos es la 
realización de una intervención quirúrgica. Esta asociación, no descrita previamente 
como factor de riesgo de NAVM, desaparece al realizar un análisis estratificado según 
el motivo de ingreso por causa médica, quirúrgica o traumatológica, ya que los 
pacientes pertenecientes a las dos últimas categorías, que agruparon todos los casos 
de cirugía durante el periodo de seguimiento, tuvieron una incidencia superior de 
NAVM por A. baumannii que aquellos ingresados por una patología médica. Esta 
diferencia no alcanza la significación estadística en las categorías de ingreso por 
patología médica, quirúrgica o traumatológica. El tipo de intervenciones quirúrgicas fue 
tan heterogéneo que, con nuestro tamaño muestral, hace difícil atribuir a esta 
categoría el papel de factor de riesgo de NAVM por A. baumannii, en ausencia de 
experiencia previa que lo avale.  
 Los motivos de ingreso en UCI fueron bastante variados, reflejando la 
diversidad de pacientes atendidos en este centro. El politraumatismo constituyó la 
causa más frecuente de ingreso (19%), seguida por la neumonía comunitaria (15%). 
No existieron diferencias en la distribución de estas categorías entre pacientes con 
colonización por A. baumannii y los que desarrollaron NAVM, salvo el caso de los 
pacientes con traumatismo craneoencefálico: los cinco pacientes que se incluyeron 
desarrollaron NAVM.  
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 La duración de la ventilación mecánica invasiva es un factor de riesgo conocido 
de adquisición de A. baumannii y de desarrollo de NAVM (229)(232). En esta cohorte, 
la duración fue más prolongada que en otras series (229), pero no se encontraron 
diferencias significativas entre colonizados y pacientes con NAVM. La extubación 
precoz es una factor protector de desarrollo de NAVM, y está recomendada como 
medida preventiva de la misma (233).  
 La densidad de incidencia de NAVM por A. baumannii en los pacientes 
incluidos en el estudio fue de 28,5 casos/1000 días de ventilación mecánica. En 
nuestro entorno, la incidencia global de NAVM se encuentra en torno a 15 
episodios/1000 días de ventilación, según los datos recabados en más de 100 UCIs 
españolas de 2000 a 2009 por el Estudio Nacional de Vigilancia de Infección 
Nosocomial (ENVIN) (234). Esta cifra sigue siendo elevada en comparación con otros 
países: en Estados Unidos, el sistema de vigilancia nacional United States National 
Healthcare Safety Network reportó una tasa de incidencia de 3,7 casos por cada 1000 
días de ventilación mecánica en 2006-2008 (235). Por este motivo, se han 
desarrollado iniciativas en nuestro país destinadas a reducir la incidencia de NAVM, 
como el proyecto “Neumonía-Zero”, cuyo objetivo es alcanzar una tasa por debajo de 9 
casos de NAVM/1000 días de ventilación mecánica en nuestro país (233). Los 
resultados de nuestro estudio, con una tasa de NAVM por A. baumannii que duplica la 
media nacional de NAVM por cualquier causa, sugieren que la adquisición de A. 
baumannii en la vía respiratoria podría elevar notablemente la posibilidad de 
desarrollar esta infección, pero su diseño impide afirmarlo, ya que desconocemos la 
incidencia global de NAVM por cualquier causa durante el mismo periodo.  
 La adquisición se bacterias MDR, incluyendo la de A. baumannii, se ha 
considerado un factor de riesgo de incremento de infecciones nosocomiales. Esta 
afirmación se basa fundamentalmente en estudios de casos y controles (236)(237). 
Sin embargo, en algunos, como el realizado por Playford et al. (230), la incidencia de 
infección nosocomial no fue superior en el grupo de pacientes con A. baumannii que 
en los controles. En dicho estudio, que no describe específicamente cuántas de las 
infecciones eran NAVM, los factores de riesgo asociados al desarrollo de infección por 
A. baumannii fueron la densidad de colonización, descrita como la ratio entre el 
número de muestras positivas para A. baumannii respecto a las muestras solicitadas, 
y las transfusiones de sangre. 
 Son escasos los estudios de seguimiento en los que se parte de la colonización 
por A baumannii, se observa cuántos pacientes desarrollan infección clínica y se 
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analizan los factores asociados a ello. Diseños diferentes a este impiden que la 
incidencia se describa en forma de tasa, como es NAVM/1000 días de ventilación 
mecánica, que al ajustar por los días en riesgo, permite analizar con más precisión las 
diferencias entre grupos que la incidencia acumulada. El estudio de cohortes más 
importante realizado al respecto es reciente (238). En él se analizó la aparición de 
infección clínica por A. baumannii en pacientes ingresados en una UCI a los que se les 
habían realizado cultivos de vigilancia. Los pacientes con aislamiento de A. baumannii 
en dichos cultivos tenían un riesgo 8,4 veces superior de padecer una infección clínica 
por este microorganismo, el 47% de las cuales fueron NAVM, que aquellos con 
cultivos negativos. Las muestras utilizadas para los cultivos de vigilancia habían sido 
frotis rectales o secreciones respiratorias, pero el artículo no revela si los que 
desarrollaron neumonía habían tenido cultivos positivos en muestras respiratorias, 
frotis rectal o ambos.   
 6.1.1.3. Tratamiento antimicrobiano.  
 El consumo de antimicrobianos previo a la adquisición de A. baumannii fue muy 
elevado, tanto en pacientes colonizados como en pacientes con NAVM. Sin embargo, 
cualitativamente existieron diferencias en el patrón de prescripción de ambos grupos: 
los pacientes con NAVM recibieron con más frecuencia tratamiento con β-lactámicos 
de amplio espectro (cefepima, piperacilina-tazobactam y carbapenemas) y con 
vancomicina, mientras que los colonizados recibieron más levofloxacino. La UCI es 
una de las áreas del hospital donde se produce un mayor consumo de antimicrobianos 
y éste constituye uno de los factores de riesgo clave para la adquisición de 
microorganismos MDR, incluyendo A. baumannii (43)(9)(38). El uso previo de 
carbapenemas es un factor de riesgo muy relevante y ampliamente reflejado en la 
literatura para la adquisición de A. baumannii resistente a carbapenemas (239)(240). 
Sin embargo, no hemos encontrado ningún estudio en el que se compare 
específicamente el consumo de antimicrobianos entre pacientes con infección y 
colonización por este microorganismo. Nuestros resultados sugieren que el consumo 
previo de antibioterapia de amplio espectro, especialmente carbapenemas, no sólo 
aumenta la probabilidad de adquirir A. baumannii por selección de cepas resistentes, 
sino la probabilidad de padecer una infección por el mismo. La patogenia de este 
efecto estaría por aclarar. Una posible explicación sería que algunos factores de 
virulencia se sobreexpresen o se seleccionen en presencia de antibióticos de amplio 
espectro, como sabemos que ocurre con la producción de biofilm en medio con 
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concentraciones subinhibitorias de imipenem (241) o la expresión de ompA en 
presencia de meropenem (200). 
 La mayoría de los pacientes con NAVM recibió tratamiento con colistina 
intravenosa a dosis de 2 MU cada 8 horas. En el apartado de resultados 5.4.4.1. se 
muestra la sensibilidad de los aislados estudiados, en la que se puede apreciar que la 
totalidad de ellos eran susceptibles a colistina y prácticamente todos, resistentes a 
carbapenemas. Colistina ha emergido como herramienta terapéutica, tras muchos 
años de desuso, debido a la situación epidemiológica de bacilos gramnegativos, con 
A. baumannii a la cabeza, en los que no existe otra opción válida de tratamiento. Sin 
embargo, la dosis óptima está por definir, ya que la estándar (2 MU/8 h) parece ser 
insuficiente a tenor de los resultados de  múltiples estudios farmacocinéticos 
(104)(103). Los aislados de A. baumannii obtenidos en este estudio fueron 
extraordinariamente sensibles a colistina, con una CMI90 de 0,12 mg/l. Esta 
circunstancia explicaría la eficacia del tratamiento.  
 
 
 6.1.1.4. Aspectos microbiológicos.  
 6.1.1.4.1. Concentración bacteriana. 
  La mayoría de los aislados de A. baumannii presentó una concentración 
elevada, superior a 6 log10 UFC/ml. Aunque unos pocos casos de colonización tuvieron 
valores inferiores, los resultados muestran una clara similitud en la concentración 
bacteriana en ATB entre pacientes colonizados o con NAVM por A. baumannii, que 
también fue similar entre diferentes clones. Entre los pacientes colonizados, tanto los 
que permanecieron en dicho estado como los que desarrollaron ulteriormente una 
NAVM por A. baumannii, la carga bacteriana fue elevada desde la primera muestra, no 
existiendo diferencias entre ellos ni una concentración a partir de la cual se pudiera 
predecir el desarrollo de NAVM. La carga bacteriana fue similar en todos los clones 
incluidos. Por consiguiente, estos resultados sugieren que A. baumannii tiene la 
capacidad de colonizar con elevada carga bacteriana la vía respiratoria de los 
pacientes ventilados, y que por tanto dicha carga no es útil para diferenciar entre 
infección y colonización. 
 En el diagnóstico microbiológico de la NAVM continúan siendo motivo de 
controversia la validez de los distintos tipos de muestra y la utilidad de los cultivos 
cuantitativos. Fundamentalmente, existen dos clases de estrategias diagnósticas 
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opuestas: la estrategia “no invasiva” o “clínica”, basada en cultivos de secreciones 
traqueales, habitualmente cualitativos; y la “invasiva”, fundamentada en el uso de 
cultivos cuantitativos de muestras obtenidas del tracto respiratorio inferior, 
habitualmente mediante broncoscopia. Una revisión sistemática publicada por la 
Cochrane Collaboration encontró que la estrategia clínica no era inferior a la invasiva 
en lo que respecta al pronóstico clínico de la NAVM (242). No obstante, algunos 
autores consideran que las técnicas invasivas con cultivos cuantitativos presentan 
ventajas en lo que respecta a mayor grado de confianza del clínico en los resultados, a 
la contribución al uso racional de antimicrobianos y a un valor predictivo negativo, y las 
recomiendan como prueba estándar para el diagnóstico de NAVM, tanto con fines 
clínicos como de vigilancia epidemiológica (243). Otros, en cambio, afirman que esta 
recomendación no está suficientemente avalada por la literatura ni exenta de 
problemas (244). El principal es la falta de reproducibilidad de los métodos, tanto en la 
toma de las muestras (en la concentración del LBA pueden influir factores como la 
cantidad de suero instilado, el área pulmonar explorada o la exposición a 
antimicrobianos), como en el procesamiento de la mismas.  
 El aspirado de secreciones endotraqueales es un procedimiento más sencillo 
que la toma de muestras invasivas, lo que motiva que muchos clínicos continúen 
eligiéndolo. El umbral de concentración en esta muestra para el diagnóstico de NAVM 
se encuentra en 5-6 log10 UFC/ml. Esta cifra procede de varios estudios bastante 
heterogéneos en su selección de pacientes y en sus criterios diagnósticos de NAVM 
(245). La correlación entre la concentración de ATB y la de LBA no está 
suficientemente aclarada. Berdal et al.(246) llevaron a cabo un estudio de seguimiento 
que analizó la dinámica de colonización respiratoria en pacientes ventilados con varias 
muestras consecutivas de frotis faríngeo, ATB y LBA. Estos autores detectaron una 
elevada correlación en los microorganismos encontrados en las tres localizaciones, 
hasta el punto de que si un patógeno respiratorio no estaba presente en la faringe, 
tampoco lo estaba en el LBA. Sin embargo, no aportan la concentración bacteriana en 
ATB, por lo que no es posible correlacionarla con la del LBA. Cabe destacar que, en 
este estudio, no hubo asociación entre el aislamiento de patógenos en LBA con una 
concentración ≥4 log10 UFC/ml y la presencia o no de infiltrado radiológico compatible 
con una NAVM.  
 En nuestro estudio, no existió relación entre la exposición a antibioterapia y la 
concentración bacteriana. Esta relación sí se ha puesto de manifiesto en estudios 
previos, como el mencionado de Berdal et al. (246), en el que se detectó que los 
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pacientes que estaban recibiendo antibioterapia presentaban cultivos positivos por 
encima de 4 log10 UFC/ml con una frecuencia muy inferior a la de aquellos sin 
tratamiento antimicrobiano (OR 0,31 [IC95% 0,11-0,91]). Este estudio no menciona si 
la concentración bacteriana en ATB presentó un comportamiento similar. Es plausible 
que la elevada concentración bacteriana en las muestras de nuestro estudio esté en 
relación con la presencia de material extraño (tubo endotraqueal), habida cuenta de 
que este proporciona una superficie sobre la que los patógenos pueden formar 
biopelícula, siendo un factor de riesgo conocido de persistencia de colonización, si 
bien su efecto sobre la concentración bacteriana no está bien descrito (247).  
 En nuestro caso, menos del 25% de las muestras con A. baumannii presentaba 
una carga bacteriana inferior a 6 log10 UFC/ml. Desde la primera muestra con A. 
baumannii, la mayoría de los pacientes ya presentaban una carga elevada. La 
colonización es, fisiopatológicamente, el paso previo a la infección. Buen ejemplo de 
ello en infecciones por A. baumannii es el estudio de Latibeaudiere et al. (238) 
mencionado previamente, que demostró relación entre el desarrollo de infección clínica 
y la colonización previa por A. baumannii. Sin embargo, en dicho estudio se 
diagnosticó la colonización mediante cultivos cualitativos, lo cual impide saber si la 
concentración bacteriana aumentó progresivamente hasta alcanzar un inóculo capaz 
de producir infección, o bien el desarrollo de esta depende de otros factores.  
 El fenómeno de la elevada concentración bacteriana no se puede atribuir a una 
característica clonal, ya que las distintas clonas estudiadas presentaban un 
comportamiento similar. 
 
 6.1.1.5.2. Otros aislamientos microbiológicos.  
 Además de A. baumannii, aproximadamente la mitad de los pacientes incluidos 
presentaron múltiples aislamientos microbiológicos, en ATB y/o en sangre, durante el 
seguimiento. El significado clínico de estos aislamientos es variable. Algunos forman 
parte del motivo de ingreso (como S. pneumoniae, L. monocytogenes o N. 
meningitidis). La mayoría, en cambio, aparecen  durante el transcurso de la estancia 
en UCI y, especialmente los procedentes de ATB, son reflejo de la presión antibiótica. 
Entre ellos hay 7 aislamientos en ATB de Candida spp., 2 de P. acnes y 2 de 
estafilococos coagulasa-negativo (SCN), que no tienen un papel patogénico en vías 
respiratorias bajas, aunque sí lo tengan aislamientos equivalentes en hemocultivos (15 
bacteriemias por SCN y 3 candidemias). En cambio, también hay otros con una 
notable importancia como patógenos nosocomiales, como S. aureus (12 aislamientos 
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en ATB y 4 en hemocultivos), P. aeruginosa (14 aislamientos en ATB) y múltiples 
enterobacterias (17 aislamientos en ATB y 7 en sangre). El impacto que cada uno de 
estos aislamientos ha tenido sobre el pronóstico de los pacientes es difícil de conocer 
con los datos de los que disponemos. 
 No obstante la diversidad de aislamientos microbiológicos, A. baumannii es el 
que predomina durante todo el seguimiento, apareciendo en más del 50% de los 
cultivos de ATB desde la primera muestra tomada a los pacientes. Estos resultados 
reflejan la importante presión de colonización existente en las áreas estudiadas. Se 
considera habitualmente que A. baumannii es un patógeno que causa NAVM tardía 
(248). Sin embargo, en esta cohorte, algunos pacientes tuvieron NAVM causada por A. 
baumannii al tercer día de ventilación mecánica.  
 
 6.1.1.6. Evolución clínica y pronóstico. 
 6.1.1.6.1. Mortalidad. 
 En nuestra cohorte, la mortalidad de los pacientes con NAVM por A. baumannii 
fue del 24,6%. Esta cifra es inferior a la descrita en la mayor parte de estudios al 
respecto, tanto para la NAVM de cualquier etiología como para la causada por A. 
baumannii,  para la que se describe una mortalidad cruda que oscila entre 34,5 y 84% 
(232)(249)(60)(54)(65)(250)(59)(251)(46). La mortalidad de los pacientes colonizados 
fue similar a la de los pacientes con NAVM: 27,9% (p=0,7), al igual que los resultados 
del análisis de supervivencia entre ambos grupos (p=0,34).  
 Existen pocos estudios que hayan comparado el pronóstico de la NAVM por A. 
baumannii respecto a la colonización respiratoria. Con un diseño similar al de este 
estudio, Zhuo et al. (252) describieron una mayor mortalidad en pacientes colonizados 
con un elevada carga bacteriana por P. aeruginosa que en aquellos con una NAVM 
producida por el mismo patógeno con menos concentración bacteriana en ATB, con 
una HR=. La explicación a este fenómeno no es fácil de dilucidar, ya que los pacientes 
no presentan diferencias clínicas significativas en otros parámetros con posible valor 
pronóstico (comorbilidades previas, diagnóstico al ingreso, gravedad clínica, 
complicaciones durante la estancia en UCI). Esto plantea la cuestión de que la 
colonización con elevado inóculo por bacilos gramnegativos no fermentadores pueda 
ser deletérea per se para pacientes con ventilación mecánica, aun no produciendo 
neumonía. Los autores sostienen la hipótesis de que ello sea secundario a la 
adquisición de cepas más virulentas, basándose en los niveles elevados de la toxina 
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de P. aeruginosa PcrV. Las principales limitaciones de este estudio son el reducido 
tamaño muestral, que le permite una potencia de solo el 56%, y que no tiene en cuenta 
algunas situaciones clínicas que explicarían los resultados, como la posibilidad de una 
infección grave por P. aeruginosa de localización distinta a la respiratoria o datos de 
deterioro inmunológico que explicarían tanto la facilidad de P. aeruginosa para 
proliferar como la mayor mortalidad. Los resultados de nuestro estudio no sugieren un 
papel patogénico de la colonización de alto inóculo, a pesar de que la mortalidad sea 
similar en pacientes colonizados y con NAVM. En primer lugar, no hemos detectado 
relación entre la concentración bacteriana de los pacientes colonizados y la 
mortalidad. En segundo lugar, lo que observamos no es un incremento de mortalidad 
en los pacientes colonizados, sino, como señalábamos antes, una mortalidad cruda de 
la NAVM por A. baumannii inferior a la descrita en otros estudios.  
 Numerosos autores han estudiado el impacto de A. baumannii sobre la 
mortalidad de pacientes con NAVM (249)(60)(251)(46). Kollef et al.(251) identificaron a 
los bacilos gramnegativos no fermentadores, incluyendo casos de A. baumannii, como 
una etiología de alto riesgo, pero no analizaron separadamente a cada una de las 
especies. En una cohorte de 163 pacientes con NAVM se describió a A. baumannii  
como un factor de riesgo independiente de mortalidad (OR 3,3 [IC95% 1,12-9,7]), 
llegando a alcanzar una mortalidad cruda del 61%(60). Mao et al.(249) encontraron 
que la NAVM producida por A. baumannii tenía una mortalidad superior a la producida 
por otros patógenos. No obstante, en un 15,4% de los controles de este estudio, los 
microorganismos aislados fueron Candida spp. y estafilococos cogulasa-negativo, que 
no tienen un rol patogénico en vías respiratorias inferiores. Un estudio con 60 casos 
(pacientes con NAVM producida por A. baumannii) y 60 controles apareados (entre los 
que se encontraban pacientes con NAVM causada por otros microorganismos y 
pacientes sin NAVM) no encontró diferencias de mortalidad cruda entre casos y 
controles. Sin embargo, se realizó un sub-análisis que reveló diferencias significativas 
de mortalidad entre aquellos casos con NAVM producida por A. baumannii resistente a 
carbapenemas y sus controles apareados (44% vs. 24%)(46). La heterogeneidad de 
resultados en cuanto a mortalidad de la NAVM por A. baumannii podría estar explicada 
por una distribución desigual de los factores de riesgo entre diferentes muestras de 




 6.1.1.6.2. Estancia en UCI y estancia hospitalaria. 
 La NAVM por A. baumannii fue uno de los factores que se relacionaron de 
manera independiente con una estancia en UCI más prolongada. Este es un efecto 
conocido del conjunto de las infecciones nosocomiales (44). No obstante, estudios 
previos han mostrado que las infecciones por A. baumannii se relacionan con una 
mayor estancia en UCI que otras infecciones nosocomiales (60).  
 
 6.1.2. Factores relacionados con la mortalidad y estancia en UCI.  
 6.1.2.1. Factores relacionados con la mortalidad. Análisis bivariante y 
multivariante.  
 Los factores relacionados con la mortalidad fueron la presencia de una 
situación basal deteriorada (medida con el índice de Charlson) y las complicaciones 
graves durante el ingreso (shock séptico o fracaso renal agudo), tanto en el global de 
la muestra como en los pacientes colonizados o con NAVM analizados 
separadamente. Estas son variables que se relacionan habitualmente con mal 
pronóstico en pacientes críticos, con o sin NAVM (60). Ello subraya la elevada 
complejidad de los pacientes atendidos en la UCI, con factores heterogéneos que 
influencian su pronóstico y dificultan la interpretación del verdadero impacto de la 
NAVM sobre la mortalidad.  
 Aunque no llegó a seleccionarse como factor independiente, en el análisis 
bivariante se observa que los pacientes con un motivo de ingreso traumatológico 
menor mortalidad que los ingresados por otra causa, tanto en pacientes colonizados 
como infectados. Estos resultados son concordantes con un estudio multicéntrico 
realizado en 27 UCIs europeas, en el que la mortalidad de la NAVM en pacientes 
traumatológicos fue inferior a la de pacientes ingresados en UCI por otro motivo 
(42,6% vs. 17,2%)(253). Aunque achacarse esta diferencia a la menor edad y escasa 
comorbilidad que suelen presentar estos pacientes, cabe destacar que en el estudio 
mencionado se conservaba la diferencia tras ajustar por sexo, edad y gravedad al 
ingreso en UCI (253).  
 En los pacientes con NAVM, además de los referidos, observamos dos factores 
con un impacto relevante sobre el pronóstico: la presencia de bacteriemia por A. 
baumannii y el tratamiento apropiado. Este último solo aparece como factor protector 
en el modelo de Cox.  
 El tratamiento apropiado es un factor pronóstico clave común  todas las 
infecciones graves cuyo impacto también se ha demostrado en la NAVM producida por 
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A. baumannii (254). Un meta-análisis que incluyó 24.186 pacientes procedentes de 44 
estudios observacionales (255) encontró que la NAVM se asociaba a mayor mortalidad 
(OR 1,96 [IC95% 1,26-3,04]) que los grupos con los que se comparaba. Esta 
asociación, sin embargo, no se produjo en el subgrupo de pacientes con tratamiento 
inicial correcto. La elevada mortalidad descrita en los pacientes infectados por cepas 
más resistentes se relaciona probablemente con la menor probabilidad de recibir 
tratamiento apropiado (60)(46)(57). Por este motivo, a pesar del elevado nivel de 
resistencia de los aislados incluidos en este estudio, la elevada proporción de 
pacientes que recibieron tratamiento apropiado y la baja CMI de colistina de las cepas 
estudiadas, han contribuido a una tasa de mortalidad cruda inferior a la descrita en 
estudios previos para pacientes con NAVM producida por A. baumannii resistente a 
carbapenemas (46)(60). Probablemente, la causa de la elevada proporción de 
pacientes con tratamiento apropiado haya que buscarla en el conocimiento de la 
ecología local por parte de los clínicos, ya que en pocos pacientes se podían basar en 
cultivos de colonización previos.  
 El tratamiento utilizado de manera generalizada para tratar a estos pacientes 
fue colistina en forma de colistimetato sódico (CMS) a dosis de 2 MU cada 8 horas, 
que es la recogida en la ficha técnica del fármaco. Esta dosis no está sustentada por 
estudios de farmacocinética y farmacodinámica (PK/PD) como los requeridos en la 
actualidad para lanzar un antibiótico al mercado. Estudios PK/PD poblacionales han 
mostrado que una dosis de CMS de 2 MU cada 8 horas tardaría 48 horas en alcanzar 
una concentración plasmática de 2 mg/l, que es la CMI hasta la que se considera 
sensible a A. baumannii (103)(256). Sin embargo, estos mismos estudios muestran 
que con una sola dosis de 2 MU se alcanzan niveles plasmáticos por encima de 0,5 
mg/l. Por tanto, es probable que la eficacia clínica de colistina que observamos en 
nuestra cohorte esté motivada por la extrema sensibilidad de las cepas incluidas 
(CMI90=0,25 mg/l).  
 La correlación entre CMI de colistina y eficacia no ha sido puesta de manifiesto 
en estudios clínicos. La mayoría de los que han testado la efectividad de colistina en 
infecciones producidas por A. baumannii no describen la CMI de los aislados, o lo 
hacen de manera agregada (91)(257)(258)(259). El estudio que aporta más datos al 
respecto es el estudio observacional llevado a cabo por Markou et al. (260), en el que 
se analiza la respuesta clínica de infecciones graves (NAVM o bacteriemia) por bacilos 
gramnegativos tratadas con colistina 3 MU cada 8 horas. De 10 pacientes con 
infecciones por A. baumannii, 7 alcanzaron la curación clínica: 6 de ellos tenían un 
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aislado de A. baumannii con una CMI ≤0,5 mg/l y uno tenía una CMI =2 mg/l, pero era 
también sensible a meropenem y fue tratado concomitantemente con este fármaco. De 
los que fallaron, dos tenían una CMI=1 mg/l y uno, un valor de CMI ≤0,5 mg/l. Este 
último fue tratado simultáneamente con cinco fármacos, lo que hace suponer que el 
fallo pudiera estar explicado por una infección concomitante y/o una situación clínica 
crítica.  
 La bacteriemia se presenta como un factor de riesgo de mortalidad relevante. 
Su efecto se aprecia mejor en el análisis de supervivencia, alcanzando un HR ajustado 
de 4,67. Tal y como este valor y la gráfica de supervivencia reflejan, los pacientes con 
bacteriemia fallecen más y más precozmente que los que no la presentan. Se puede 
considerar que la presencia de bacteriemia concomitante a la NAVM alerta de la 
invasividad y gravedad de la neumonía. La relación entre neumonía bacteriémica y 
mortalidad está sostenida por datos profusos en la literatura (261)(262), al igual que la 
elevada mortalidad cruda de la bacteriemia por A. baumannii, que oscila entre el 19% 
(en una cohorte que incluía pacientes críticos y no críticos)(51) y el 70% 
(262)(263)(66)(67)(68)(72)(69)(264). En nuestra cohorte, los pacientes con bacteriemia 
por A. baumannii presentaron una mortalidad cruda del 40%. El factor que más 
regularmente se relaciona con la mortalidad de la bacteriemia por A. baumannii es el 
tratamiento inapropiado (67)(72)(69). 
 
 6.1.2.2. Factores relacionados con la estancia en UCI. Análisis bivariante 
y multivariante.   
 La NAVM por A. baumannii fue el factor más sólidamente relacionado con la 
estancia en UCI. Al desglosar por grupos (pacientes con NAVM o colonizados), se 
obtienen factores diversos como predictores de la estancia, lo cual aporta una idea de 
la variedad de factores que pueden influir en dicha estancia y refuerzan la importancia 
de que la NAVM por A. baumannii sea uno de ellos. Esto es especialmente importante 
teniendo en cuenta que no se ha ajustado por otras posibles infecciones nosocomiales 
que tuvieran los pacientes incluidos durante su ingreso. En estudios previos, se han 
descrito múltiples factores como predictores de estancia prolongada en UCI, que 
pueden agruparse fundamentalmente en cuatro: situación basal (edad y 
comorbilidades), situación al ingreso (tipo de patología y gravedad clínica), tipo de 
tratamientos y soporte utilizados, y complicaciones durante la estancia en la UCI 
(265)(266). Dentro del último grupo, las infecciones nosocomiales ocupan un lugar 
destacado como factores que prolongan la estancia en UCI (60), habiéndose 
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 En resumen, en pacientes críticos con ventilación mecánica invasiva que 
adquirieron A. baumannii en las vías respiratorias bajas es frecuente el desarrollo de 
NAVM, alcanzando el 57% en nuestra cohorte en 30 días de seguimiento. Los 
pacientes que desarrollaron NAVM tuvieron la misma mortalidad que los pacientes que 
sólo estuvieron colonizados, siendo una mortalidad inferior a la generalmente descrita 
para pacientes con NAVM por A. baumannii MDR. Sin embargo, aquellos pacientes 
con una NAVM bacteriémica presentaron mayor mortalidad que los que no tuvieron 
bacteriemia, sugiriendo que el nivel de invasividad de la neumonía determina su 
pronóstico. El tratamiento antibiótico correcto con colistina, a pesar de haberse 
utilizado dosis inferiores a las que actualmente se recomiendan, mejoró 
significativamente la supervivencia de los pacientes con NAVM. Esta elevada tasa de 
tratamiento apropiado justificaría la incidencia de mortalidad observada.  
 La NAVM por A. baumannii fue el principal factor de riesgo para una estancia 
en UCI prolongada.  
 
 
6.2. OBJETIVO 2. Comparar la presencia de determinados factores de virulencia entre 
las cepas clínicas colonizantes y productoras de infección: formación de biofilm, 
motilidad, expresión de ompA, adquisición de hierro y presencia de hemolisinas.  
 
 6.2.1. Relación clonal de las cepas.  
 La REP-PCR clasificó a todos los aislados menos dos en un mismo clon, 
mientras que al utilizar PFGE, se hallaron 7 pulsotipos diferentes. El poder 
discriminativo y la concordancia de resultados entre ambas técnicas es variable, según 
estudios previos (268)(269). En nuestra cohorte, la mayor parte de los aislados, 
correspondientes a 5 pulsotipos, fueron clasificados como “clon A” por la REP-PCR, 
revelando el mayor poder discriminativo de PFGE aplicado a esta cohorte.  
 Los estudios de clonalidad son muy útiles para analizar el comportamiento de 
los brotes de bacterias nosocomiales, y encontrar las posibles fuentes y vías de 
transmisión, así como para establecer la asociación entre características microbianas 
(como los mecanismos de resistencia o de virulencia) y la relación entre distintas 
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cepas. Dentro de los estudios de tipado, existen dos grande grupos: lo fenotípicos y 
los genotípicos o moleculares. Estos últimos son más estables, reproducibles y poseen 
mayor poder discriminativo que los fenotípicos, por lo que constituyen los métodos de 
referencia (62). Existen diversas técnicas de genotipado basadas en el estudio del 
ADN cromosómico, que se diferencian en su reproductibilidad, cobertura del genoma y 
poder discriminativo (270). Las dos técnicas utilizadas en este estudio, REP-PCR y 
PFGE, tienen bases metodológicas diferentes. REP-PCR se basa en la amplificación y 
posterior análisis de secuencias palindrómicas extragénicas repetitivas (271). PFGE 
está basado en la digestión con endonucleasas y posterior electroforesis de los 
fragmentos de restricción en campo pulsante, una electroforesis que permite separar 
mejor los fragmentos de DNA, especialmente aquellos más grandes, respecto a la 
convencional (272). Ambas técnicas son útiles en el estudio de brotes nosocomiales, 
con ventajas diferentes: PFGE posee un mayor poder discriminativo, mientras que 
REP-PCR es una técnica más rápida y barata (270). Ninguna de las dos permite 
comparar los resultados con los de otros laboratorios o averiguar el clon al que 
pertenecen. Para ello habría que usar multilocus sequence typing (MLST), cuyo poder 
discriminativo en cambio es escaso, o secuenciación masiva, que es la técnica más 
completa (reproducible, exportable, discriminativa) pero muy costosa en tiempo y 
recursos (270). Además, existen técnicas de tipado de elementos móviles (por 
ejemplo, plásmidos) que permiten estudiar las vías de transmisión de algunos 
mecanismos de resistencia, factores de virulencia u otras características entre distintos 
aislados. En esta cohorte no se realizaron estudios de clonalidad que permitan 
conocer a que clon internacional pertenecen los aislados estudiados. En España el 
clon internacional preponderante es el II (ST2 por MLST), como muestra un estudio 
nacional en el que participó nuestro hospital, sin que tengamos información acerca de 
los resultados concretos de los aislados locales (273). 
 La determinación de la clonalidad de estas cepas permite conocer mejor el 
comportamiento epidemiológico de A. baumannii en nuestro centro. La distribución de 
las distintas áreas que conforman la UCI del Hospital Virgen del Rocío explican, en 
parte, la distribución espacial y temporal de los aislados con distintos pulsotipos que 
muestra el Gráfico 8. Existen dos áreas claramente diferenciadas, la UCI-HG y la UCI-
HRT, que están situadas en edificios diferentes y rara vez comparten personal o 
dispositivos, o se transfieren pacientes. En la UCI HG predomina durante todo el 
periodo de estudio el clon 2, con nuevos casos incidentes casi todos los meses. Este 
clon aparece puntualmente, de forma dispersa en el tiempo, en la UCI HRT, 
 124 
probablemente en relación a traslados de pacientes. A partir del 11º mes de 
seguimiento, aparece el clon 7, produciendo varios casos exclusivamente en esta 
unidad. En la UCI HRT predomina durante todo el periodo el clon 4, que hacia la mitad 
del periodo de seguimiento se transfiere a la UCI HG, donde convive con otros clones. 
Los clones 3 y 6 aparecen de manera dispersa en el tiempo y el espacio, por lo que es 
probable que procedan de reservorios ambientales persistentes que colonizan 
ocasionalmente a los pacientes. Los clones 1 y 5 son dos cepas pertenecientes a 
casos únicos. Al encontrarse ambas en los extremos temporales del periodo de 
seguimiento, desconocemos si eran verdaderamente casos esporádicos, o brotes de 
los que no tenemos más información. Esta situación epidemiológica es similar a la 
descrita en otros hospitales, en los que conviven clones endémicos, epidémicos y 
esporádicos (30).  
 
 6.2.2. Factores de virulencia. 
 6.2.2.1. Formación de biofilm. Distribución según la clonalidad y origen de 
las cepas.  
 La formación de biofilm fue desigual entre aislados pertenecientes a diferentes 
clones, agrupándose la mayoría de aislados con fenotipo hiperproductor de biofilm en 
los clones 6 y 7, a pesar de que eran clones con pocos representantes. En cambio, no 
se encontró relación entre la producción de biofilm y la procedencia (sangre o ATB) de 
los aislados. Estos resultados concuerdan con los proporcionados por de Breij et al. 
(152), que vieron una gran variabilidad en la producción de biofilm entre distintos 
aislados de A. baumannii, encontrando que esta se relacionaba con la clonalidad pero 
no con la muestra de la que procedía el aislado. En cambio, otros autores han 
detectado que aquellas cepas procedentes de muestras de tejidos normalmente 
estériles (sangre, líquido cefalorraquídeo) tenían una capacidad superior de producir 
biofilm a la de aislados procedentes de muestras superficiales, como úlceras (274).  
 La producción de biofilm es un factor de patogenicidad y virulencia común a 
muchas especies bacterianas, que les confiere la capacidad de persistir adheridas a 
una superficie biológica y/o inerte y reduce la sensibilidad a los antimicrobianos. A 
pesar de sus diferencias, la mayoría de los aislados incluidos producían biofilm en 
mayor o menor grado. En todos los pacientes de nuestro estudio existía un dispositivo 
con superficies plásticas: el tubo endotraqueal. Ello, junto con la anulación del reflejo 
de la tos y de la capacidad de eliminar las secreciones bronquiales, constituye el 
principal factor de riesgo de neumonía nosocomial que tienen los pacientes con 
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ventilación mecánica. Es probable que la capacidad de producir biofilm sobre el tubo 
endotraqueal haya contribuido a la colonización y a la persistencia de A. baumannii en 
muestras respiratorias incluso después de finalizar un tratamiento antibiótico correcto 
para tratar a los pacientes con NAVM.  
 No debe confundirse la capacidad de producir biofilm sobre superficies inertes 
con la de adherirse a células eucariotas. Ambas capacidades pueden no ser paralelas, 
como se mostraba en el estudio realizado por de Breij et al. (152) Estos autores 
también describieron que A. baumannii, a pesar de su adherencia a las células de 
epitelios respiratorios humanos, induce una respuesta inflamatoria pobre en las 
mismas, así como en los macrófagos (escasa producción de TNFα e interleuquinas). 
Esta podría ser la explicación a la persistencia de A. baumannii en la vía aérea de los 
pacientes que lo adquieren, incluso tras retirar el material extraño. 
 
 6.2.2.2. Motilidad en superficie. Distribución según la clonalidad y origen 
de las cepas.  
 La mayoría de los aislados estudiados presentaba motilidad en superficie. El 
fenotipo no móvil se agrupaba en un 11,1% de las cepas distribuidas en tres 
pulsotipos, no existiendo diferencias en su distribución en función de si procedían de 
pacientes colonizados o con infección, ni tampoco de si se habían aislado en muestras 
de sangre o ATB.  
  En algunos estudios realizados con colecciones de aislados clínicos de A. 
baumannii, se observa una proporción elevada de aislados con motilidad positiva 
(182). En otros, en cambio, es menos prevalente (275) o incluso muy infrecuente 
(276). No obstante, la motilidad es un fenotipo bastante lábil: pequeños cambios en las 
condiciones de humedad, temperatura o composición del medio pueden arrojar 
resultados muy dispares (184)(154)(172). Ello hace poco comparables los resultados 
de estudios distintos.  
 
 6.2.2.3. Estudio de la producción de hemolisinas.  
 Ninguno de los aislados estudiados mostró capacidad hemolítica. Hasta donde 
sabemos, no hay estudios publicados en los que se haya testado la producción de 
hemólisis de A. baumannii en medio con eritrocitos humanos. Sin embargo, nuestros 
resultados son coherentes con lo encontrado en la mayoría de estudios al respecto: a 
pesar de que las cepas de A. baumannii secuenciadas hasta la fecha contienen genes 
relacionados con hemolisinas, la capacidad hemolítica se ha descrito de manera 
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infrecuente en aislados de esta especie, a diferencia de otras dentro del género 
Acinetobacter, como A. haemolyticus and A. venetianus (277). No obstante, la 
capacidad de producir hemólisis podría ser, al menos en parte, huésped-dependiente, 
según se deriva de los resultados de Antunes et al. (184) que muestran cómo cepas 
de A. baumannii que no provocan hemólisis en medios con eritrocitos de carnero sí lo 
hacen en medios con eritrocitos de caballo. 
 
 6.2.2.4. Capacidad de adquisición de hierro.  
 No se detectaron diferencias significativas entre aislados en la capacidad de 
crecer en medios con distintas concentraciones de hierro. En estudios previos, dicha 
capacidad se relacionaba de manera directa con la producción de moléculas 
reguladoras de la capacidad de quelar y adquirir hierro del medio (184). Por este 
motivo, decidimos no profundizar en la búsqueda de factores de virulencia 
relacionados con esta capacidad.  
  
 6.2.2.5. Expresión de OmpA. 
 6.2.2.5.1. Expresión de OmpA según la clonalidad. 
  La expresión de ompA no presentó diferencias significativas entre los distintos 
clones, a pesar de que las medianas de expresión de cada grupo clonal presentan un 
rango amplio entre sí (de 0,26 a 1,49), probablemente motivado porque dicha amplitud 
también se cumple dentro de cada clon. Este comportamiento hace suponer que son 
otros factores, distintos de la relación clonal de las cepas, los que han llevado a que se 
produzcan niveles distintos de expresión.  
 Aunque sus mecanismos reguladores no han sido aun bien descritos, sabemos 
que la expresión de ompA se ve influenciada por diversos factores ambientales. Uno 
de ellos es el tratamiento antibiótico. En el estudio realizado por He et al. (200) la 
presencia de antibióticos a dosis subinhibitorias tuvo efectos diferentes en la expresión 
de ompA: mientras que levofloxacino se relacionaba con un aumento de la expresión 
de ompA, meropenem se asoció con un descenso de dicha expresión.  
 
 6.2.2.5.3. Relación de la expresión de OmpA con otros factores de 
virulencia.   
 En esta muestra, la expresión de ompA no se relacionó con la formación de 
biofilm ni con la motilidad de los aislados. Estos resultados contrastan con otros 
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previamente reportados, que reflejan la estrecha relación entre la producción de OmpA 
y la de biofilm (200)(167). Los mecanismos por los que se produce esta relación no 
están aclarados, postulándose que pueda tener relación con la capacidad 
emulsificadora de OmpA segregada al medio (200)(278). No obstante, según se 
mostró en un estudio realizado mediante insertional mutagenesis, el papel de OmpA 
en la adhesión y formación de biofilm sobre superficies plásticas es solo parcial. En 
cambio, su presencia fue imprescindible para la adhesión y formación de biofilm sobre 
células eucariotas (filamentos de Candida albicans y células de epitelio alveolar 
humano)(167).   
 La relación entre expresión de ompA y motilidad en A. baumannii no ha sido 
estudiada en profundidad, hasta donde sabemos.  
 
 En resumen, los aislados analizados en este estudio se agruparon en 7 
pulsotipos diferentes, existiendo dos clones mayoritarios a lo largo de todo el periodo. 
Aunque casi todos los aislados producían biofilm en algún grado, sólo un 13,5% de 
ellos tenían un fenotipo hiperproductor de biofilm. El grado de producción de biofilm 
tenía una distribución clonal. La mayoría de los aislados presentaban motilidad en 
superficie, no teniendo esta distribución clonal. No se detectó actividad de hemolisinas 
en medio con sangre humana ni diferencias en la utilización de hierro del medio en 
ninguno de los aislados. La expresión de ompA fue variable en los aislados 
seleccionados para su determinación, sin que esta variación estuviera explicada por la 
clonalidad de los mismos.  
 
6.3. OBJETIVO 3. Evaluar la presencia de infección respiratoria, el desarrollo de 
bacteriemia y la mortalidad en los pacientes críticos con ventilación mecánica 
relacionados con la adquisición de cepas con distintos factores de virulencia 
bacteriana anteriormente caracterizados.  
 6.3.1. Relación de los factores de virulencia con el desarrollo de NAVM. 
 6.3.1.1. Relación de la formación de biofilm con el desarrollo de NAVM. 
 La producción de biofilm se considera un factor de virulencia que cobra 
especial importancia en aquellas infecciones asociadas a dispositivos, como es el caso 
de la NAVM. Existen numerosas evidencias de que los pacientes ventilados tienden a 
padecer NAVM por los mismos microorganismos que se hallan formando biofilm en 
sus tubos endotraqueales (279)(280). Por este motivo, se están desarrollando 
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iniciativas orientadas a reducir la probabilidad de adhesión y formación de biofilm 
sobre estos dispositivos, como la fabricación de tubos recubiertos por antimicrobianos, 
aunque hasta el momento ninguna se ha generalizado (281). Sin embargo, no hay 
datos previos que sugieran claramente una relación entre la producción de biofilm y la 
mayor incidencia de NAVM por A. baumannii en comparación con pacientes intubados 
y con colonización respiratoria por el mismo microorganismo.  
 Algunos estudios han detectado que la capacidad de producir biofilm de 
aislados de A. baumannii  procedentes de infecciones invasivas (muestras como 
sangre o líquido cefalorraquídeo), es superior a la de aislados procedentes de 
infecciones superficiales, como úlceras (274). Sin embargo, en otros estudios, tanto 
experimentales como clínicos, esta relación no aparece (152) o incluso se da la 
asociación opuesta. Kempf et al. (282) estudiaron los factores de virulencia de dos 
cepas de A. baumannii aisladas del mismo paciente y que presentaban un 
comportamiento muy diferente en modelos murinos de neumonía. En la primera, que 
formaba colonias de aspecto mucoide y era hipervirulenta en ratón, se detectó una 
producción de biofilm notablemente inferior a la de la segunda cepa, mucho menos 
virulenta en el modelo. De forma análoga, en un estudio realizado por Zhang et al. 
(283) con 121 aislados clínicos de A. baumannii procedentes de muestras 
respiratorias, se encontró que la totalidad de los aislados era productora de biofilm, 
aunque sólo una proporción de ellos (27,3%) correspondía a aislados 
hiperproductores. Este fenotipo se asoció con menos incidencia de infección clínica, 
así como con la estancia en la UCI y el uso previo de antimicrobianos.  
 Estos resultados parecen contradecir la teoría generalizada de que la 
combinación de tubo endotraqueal con bacterias productoras de biofilm facilita la 
aparición de NAVM. Sin embargo, ambas observaciones no tienen por qué ser 
contradictorias. Por un lado, la producción de biofilm sobre el tubo lo que facilitaría 
sería la colonización respiratoria, mientras que la ulterior aparición de infección 
invasiva probablemente dependa de otros factores de virulencia y de la situación del 
huésped. Por otro lado, no se ha establecido un umbral de producción de biofilm a 
partir del cual sea más probable la infección invasiva. Al ser prácticamente todas 
nuestras cepas productoras de biofilm, no podemos comparar la incidencia de NAVM 
con aislados no productores, sino sólo entre cepas con diferentes grados de 
producción. Ello podría estar diluyendo el posible efecto de este factor.  
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 6.3.1.2. Relación de la motilidad en superficie con el desarrollo de NAVM. 
 Las cepas de A. baumannii sin motilidad se distribuyeron de manera 
homogénea en muestras procedentes de pacientes colonizados o con NAVM. Estos 
resultados sugieren que no existe relación entre este factor y la capacidad de producir 
infección de A. baumannii.  
 Los estudios realizados sobre motilidad de A. baumannii hasta la fecha han 
estado mucho más orientados a conocer los mecanismos que la producen que su 
posible papel en la capacidad de A. baumannii de producir infecciones en el huésped 
humano. Con la información de la que disponemos, no podemos asegurar que la 
motilidad sea un factor de patogenicidad o virulencia. En primer lugar, es un fenotipo 
obtenido in vitro en condiciones diferentes a las que se producen en el huésped, cuya 
extrapolación al comportamiento in vivo es difícil de interpretar. No se han realizado 
hasta la fecha estudios preclínicos apropiados comparando cepas con y sin motilidad, 
que podrían aclarar mejor el papel de este factor en la producción de infección (118).  
 
 6.3.1.3. Relación de la expresión de OmpA con el desarrollo de NAVM y 
NAVM bacteriémica. Análisis bivariante y multivariante. 
 Los aislados procedentes de pacientes con neumonía presentaron una mayor 
producción de OmpA que los de pacientes colonizados. Igualmente, los que procedían 
de pacientes con neumonía bacteriémica tuvieron mayor expresión de OmpA que el 
resto de aislados. Esta relación entre expresión de ompA e invasividad clínica se 
conserva tras ajustar en un modelo multivariante por la clonalidad de los aislados.  
 Estos resultados clínicos son concordantes con los datos procedentes de 
estudios experimentales in vitro y modelos preclínicos que muestran un rol patogénico 
de OmpA en la infección pulmonar y la bacteriemia, sugiriendo que esta proteína es 
fundamental para la patogénesis y virulencia de A. baumannii en vías respiratorias y 
que juega un papel clave en la diseminación a otros órganos y a través del tracto 
sanguíneo. La incubación ex vivo de A. baumannii en muestras de lavado 
broncoalveolar y macrófagos, simulando las condiciones del tracto respiratorio, se 
relacionaba con un aumento de la producción de OmpA. El gen ompA se ha 
identificado como un gen necesario para la persistencia de A. baumannii en modelos 
de neumonía (284). Son varios los modelos murinos que han encontrado que la 
producción de OmpA por K. pneumoniae y A. baumannii juega un papel importante en 
la progresión de la neumonía (285)(286)(287)(288).  
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 También en otras especies se ha demostrado un papel similar de esta proteína 
o de sus equivalentes. En E. coli, se demostró que era necesaria la expresión de 
ompA para cruzar la barrera hematoencefálica y para inducir bacteriemia de alto 
inóculo (289)(290). En P. aeruginosa, la ausencia de OprF se traduce en una falta de 
virulencia, ya que disminuye la adhesión a células eucariotas, la secreción de 
exotoxinas y las producción de factores de virulencia dependientes del quorum-
sensing (291). Existen otras proteínas de membrana externa asociadas con la 
aparición de bacteriemia. Es el caso de OmpT, una proteasa de membrana externa 
que podría contribuir a la virulencia de E. coli mediante la inactivación de las proteína 
de las defensas de huésped y lisando péptidos de las superficies celulares eucariotas 
(292). OmpT se identificó como el principal factor de virulencia predictor de 
bacteriemia por E. coli en una cohorte de pacientes veteranos (293). La proteína P2, 
una porina de H. influenzae, se ha asociado con la producción de bacteriemia en crías 
de rata tras inocularlo intraperitonealmente (294).  
 Se ha descrito que las condiciones del medio pueden influir sobre la expresión 
de ompA. La expresión de ompA en E. coli fue diferente según la concentración de 
glucosa del medio (295). También, como se ha comentado antes, el hecho de cultivar 
las cepas en un medio similar al lavado broncoalveolar hacía de OmpA se produjera 
más (284). Sin embargo, podemos constatar que en nuestro estudio la expresión de 
ompA no está determinada por las condiciones del medio, ya que estas fueron las 
mismas para todas las cepas. Por tanto, este fenotipo corresponde a cambios estables 
en las cepas de A. baumannii, aunque hasta el momento no se han identificado las 
bases moleculares de estos cambios ni qué circunstancias del medio han podido 
producir dichos cambios. 
 La principal limitación para la interpretación de estos resultados es el reducido 
tamaño muestral. No obstante, dada su coherencia mostrada con los datos 
experimentales previos, podemos afirmar que se trata de la primera descripción de un 
factor de virulencia de A. baumannii que tiene correlación clínica con una mayor 






 6.3.2. Relación de los factores de virulencia con la mortalidad. 
 6.3.2.1. Relación de la formación de biofilm con la mortalidad. 
 La hiperproducción de biofilm no se relacionó con la mortalidad, salvo en el 
subgrupo de pacientes con NAVM bacteriémica. Incluso esta asociación debe ser 
tomada con cautela: por una parte, el reducido tamaño muestral impide realizar un 
análisis multivariante y sugiere que la muestra podría no ser lo suficientemente 
representativa; por otra parte, esta asociación desaparece cuando se analiza la 
variable “producción de biofilm” con su valor neto, en lugar de clasificado como 
hiperproductor o no. Cabe destacar que existía agrupación clonal en dos de los tres 
aislados hiperproductores de biofilm procedentes de pacientes con NAVM 
bacteriémica que fallecieron. Esto sugiere que podría existir otro factor de virulencia 
que explicase una mayor virulencia.  
 Existen pocos estudios que permitan conocer la relación entre la producción de 
biofilm y el pronóstico de la neumonía producida por A. baumannii. Como 
comentábamos en el epígrafe 6.3.1.1, se demostró una asociación inversa entre la 
producción de biofilm y la virulencia en dos cepas de A. baumannii extraídas del 
mismo paciente (282). No obstante, lo único que se puede extrapolar de estos 
resultados es que la producción de biofilm no es un mecanismo imprescindible para la 
virulencia. La capacidad intrínseca de producir biofilm podría no ser tan importante 
como que el inóculo infectante proceda de bacterias formando biofilm o de bacterias 
en fase planctónica, según los resultados de un modelo con Galleria mellonella en el 
que se estudiaron distintos aislados clínicos de A. baumannii. En este modelo, los 
aislados que procedían de cultivos en biofilm producían mayor letalidad que aquellos 
en fase planctónica (296).  
 Los datos clínicos al respecto son escasos. En un estudio de seguimiento de 
pacientes ventilados, el aislamiento de bacterias productoras de biofilm se relacionó 
con mayores tasas de persistencia microbiana, fallos de tratamiento y recaídas en 
aquellos pacientes que padecieron una NAVM. No se describe, en cambio, una mayor 
mortalidad entre los infectados por cepas productoras de biofilm. La interpretación de 
estos resultados está limitada por el reducido tamaño muestral: 14 pacientes 
desarrollaron una NAVM, 6 de las cuales estuvieron causadas por A. baumannii (280).   
 En nuestro estudio, la interpretación del pronóstico asociado a la producción de 
biofilm de las cepas estudiadas podría estar limitada por un tiempo de seguimiento 
insuficiente y por la elección de las variables resultado. Es posible que, siendo la 
producción de biofilm un factor que se relaciona con la persistencia en el tiempo, 
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aumente la posibilidad de padecer neumonías u otras infecciones a medio plazo, y con 
ello la morbimortalidad. El diseño de nuestro estudio impide conocer estos resultados.  
 
 6.3.2.2. Relación de la motilidad en superficie con la mortalidad. 
 En el presente estudio no se detectó relación entre la motilidad de los aislados 
y la mortalidad de los pacientes. Hasta donde sabemos, no existe ningún dato previo 
que ponga en relación la motilidad de aislados de A. baumannii con el pronóstico 
clínico de las infecciones que producen. Nuestros datos sugieren que dicha relación no 
existe, no comportándose la motilidad como un factor de virulencia directo. No 
obstante, como ya comentábamos en el epígrafe 6.3.1.2, está por esclarecer qué 
relación guardan los resultados de motilidad in vitro con el comportamiento in vivo de 
A. baumannii y si este factor tiene algún papel en la patogenicidad o virulencia en el 
huésped humano.  
 
 6.3.2.3. Relación de la expresión de OmpA con la mortalidad. 
 El nivel de expresión de ompA se asoció con la mortalidad en los pacientes con 
NAVM, y no lo hizo ni en el conjunto de la muestra ni en los pacientes colonizados. 
Este resultado es coherente con la fisiopatología plausible: en el caso de que la 
expresión de ompA se relacione con una mayor mortalidad de los pacientes que 
adquieren A. baumannii en la vía respiratoria, lo hará a través de provocar una 
infección por las cepas con dicha mayor expresión. 
 Dentro de los pacientes con NAVM, la expresión de ompA se distribuyó de 
manera desigual entre fallecidos y supervivientes en el grupo de pacientes con NAVM 
sin bacteriemia que en el grupo de los que tuvieron una NAVM bacteriémica. En los 
primeros, las fallecidos tuvieron un nivel de expresión notablemente superior, con una 
mediana que duplica la de los supervivientes. En el caso de los pacientes con 
bacteriemia, fallecidos y supervivientes tuvieron un índice de expresión de ompA 
similar. Este fue, como ya se ha comentado en apartados anteriores, superior al del 
conjunto de los pacientes con NAVM sin bacteriemia. Cabe destacar en ambos casos 
que el tamaño muestral es muy reducido, lo que dificulta extrapolar las conclusiones. 
 También en el análisis multivariante las distintas poblaciones (muestra global, 
colonizados y pacientes con NAVM) muestran un comportamiento diferente. En estos 
análisis se ha excluido la variable “bacteriemia”, por la colinealidad que presenta con la 
variable “expresión de ompA”. La relación de ompA con la mortalidad está ajustada por 
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el índice de Charlson, uno de los principales factores clínicos predictores de mortalidad 
seleccionados en el análisis clínico y con ninguna correlación plausible ni estadística 
con la expresión de ompA, a diferencia de las variables “shock séptico” o 
“bacteriemia”, también seleccionadas en el análisis clínico. Podemos observar en las 
tablas que, si bien no alcanzan la significación estadística, el índice de Charlson es la 
variable que mejor explica la mortalidad en los pacientes colonizados, mientras que en 
los pacientes con NAVM, la expresión de ompA es la más se relaciona con la 
mortalidad. Nuevamente, el reducido tamaño muestral limita la potencia estadística y 
la interpretación de los resultados.  
 Los resultados obtenidos, aun con sus limitaciones, concuerdan con los datos 
procedentes de estudios preclínicos. Aunque la literatura previa es menos profusa que 
para la producción de neumonía o bacteriemia, varios modelos experimentales de 
infección por bacilos gramnegativos han indicado el papel significativo que tiene OmpA 
en la mortalidad producida por estas infecciones. La delección del gen de ompA 
convertía a cepas de A. baumannii en defectuosas para causar la muerte en sendos 
modelos murinos de sepsis peritoneal y neumonía (286)(285). Las mutaciones en el 
loop1 y el loop2 de ompA en E. coli y una cepa knock-out para el gen de ompA de 
Enterobacter sakazakii se relacionaron con una supervivencia significativamente mejor 
que las cepas salvajes en ratones recién nacidos (297)(298).  
 Como comentábamos previamente sobre la relación existente entre la 
producción de OmpA y el desarrollo de NAVM, la novedad que aportan estos datos es 
la correlación entre la expresión de ompA in vitro y el pronóstico vital que tiene la 
infección por estos aislados. Esta constatación cobra especial relevancia en una 
cohorte en la que los principales factores relacionados con la mortalidad son clínicos.  
 
 
 En resumen, la expresión de ompA se relaciona con la presencia de infección 
invasiva, alcanzando su máximo nivel de expresión en aislados procedentes de 
pacientes con NAVM bacteriémica, seguido por los que proceden de pacientes con 
NAVM sin bacteriemia y, finalmente, por los de pacientes colonizados. Del mismo 
modo, en pacientes con NAVM, la expresión de ompA se relaciona con la mortalidad. 
Esta diferencia se aprecia especialmente en pacientes con NAVM sin bacteriemia, no 
existiendo diferencias en el grupo de pacienes con NAVM bacteriémica, en el que 
todos tienen una expresión de ompA elevada. La producción de biofilm y la motilidad 
en superficie no se relacionan con el comportamiento clínico.  
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6.4. OBJETIVO 4. Estudiar la asociación entre la presencia de mecanismos de 
resistencia a imipenem (baja expresión de porinas y presencia de carbapenemasas) y 
los factores de virulencia en la colección de cepas caracterizadas a partir del objetivo 
primero. 
 
 6.4.1. Mecanismos de resistencia a carbapenemas. 
 6.4.1.1. Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. 
 El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos seleccionados detectó un perfil 
general de aislados extremadamente resistentes (XDR), siendo la práctica totalidad de 
ellos resistente a carbapenemas. Todos conservan, no obstante, la sensibilidad a 
tigeciclina y colistina; destacando una CMI90 de colistina muy baja.  
 Estos resultados son concordantes con la epidemiología nacional revelada por 
un estudio multicéntrico en el que estudiaron 446 aislados clínicos de A. baumannii 
procedentes de 43 hospitales españoles (75). Nuestro hospital contribuyó al mismo 
con 94 aislados, que se recolectaron entre febrero y marzo de 2010, coincidiendo con 
el inicio de este estudio. De ellos, el 98% presentaba resistencia a imipenem y hubo un 
aislado resistente a colistina. En la colección completa, 83% de los aislados fue 
resistente a carbapenemas, con una CMI90 de meropenem superior a 64 mg/l,  
mientras que el 97% fue sensible a colistina, siendo su CMI50 ≤0,5 mg/l y su CMI90=1 
mg/l. También los resultados de actividad de otros antimicrobianos están próximos a 
los nuestros, con una proporción de aislados resistentes a sulbactam del 65%, a 
amikacina del 49%, a ciprofloxacino del 94% y a rifampicina del 23,9%. La principal 
diferencia la constituye tigeciclina, con un 23,9% de aislados resistentes, utilizando los 
mismos criterios de punto de corte (≤1 mg/l, sensible) que el presente estudio. 
Considerando los criterios de resistencia propuestos por Magiorakos et al. (299), el 
94% de los aislados presentó multirresistencia, de ellos el 12% correspondió a 
aislados estrictamente MDR, el 86% fueron aislados XDR y el 2% correspondió a 
aislados panresistentes (PDR). Este corte de prevalencia contrasta con los resultados 
de un estudio similar realizado en el año 2000 (76), en el que 52,5% y 46,7% de los 
aislados fue sensible a imipenem y meropenem, respectivamente. En este caso no se 
testó la actividad de colistina sino la de polimixina B, con un 100% de aislados 
sensibles. Las diferencias encontradas entre ambas colecciones de aislados es muy 
reveladora del claro incremento en la resistencia a algunos antimicrobianos, 
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especialmente carbapenemas, con las dificultades para seleccionar un tratamiento 
empírico en las infecciones nosocomiales que ello conlleva.  
 Nuestros resultados revelan una epidemiología local de avanzada resistencia a 
carbapenemas. Dentro del ámbito internacional, aunque la tendencia general se dirige 
hacia un escenario similar, con cada vez más cepas de A. baumannii resistentes a 
carbapenemas, la mayoría de estudios de prevalencia muestran un porcentaje de 
sensibilidad superior al nuestro (300)(301). De una colección de 4.686 aislados 
clínicos de Acinetobacter spp. procedentes de 157 hospitales de América, Europa y 
Asia entre 2006 y 2009, el 99,2% fue sensible a colistina y el 55,7%, a imipenem (301). 
No obstante, existen numerosas descripciones de brotes de A. baumannii resistente a 
carbapenemas, que se ha convertido en endémico en centros de todo el mundo 
(302)(303)(304)(305). De la misma forma, aunque mucho menos numerosos, se han 
descrito brotes de cepas resistentes a colistina (303)(306). Uno de ellos, producido por 
cepas PDR, tuvo lugar en nuestro hospital en el año 2008, pero fue erradicado en un 
corto periodo de tiempo mediante un programa de intervención multifacético, sin que 
ello evitara la persistencia de una endemia de A. baumannii sensible a colistina (95).   
 El consumo de antimicrobianos destaca como un factor de riesgo clave en la 
aparición de A. baumannii MDR (68)(240)(48)(49). En nuestra cohorte de pacientes, 
una amplia mayoría había recibido antibioterapia de amplio espectro, con un uso de 
carbapenemas elevado. Este perfil de prescripción, en un entorno con elevada presión 
de colonización por A. baumannii, favorece la selección y diseminación de clonas con 
mecanismos de resistencia a carbapenemas. 
 
 6.4.1.2. Caracterización de carbapenemasas. 
 6.4.1.2.1. Presencia de carbapenemasas y relación con la CMI de 
imipenem. Distribución clonal. 
 En la colección de aislados de A. baumannii estudiada, el mecanismo de 
resistencia a carbapenemas mayoritario fue blaOXA58. Se encontró blaOXA-40 en una 
proporción inferior de casos y la secuencia ISAbaI –blaOXA51 en el 8,7% de los 
aislados, siempre asociada a otra carbapenemasa. No se detectó ningún aislado con 
blaOXA-23 o MBL. La cepa sensible a imipenem y meropenem no presentaba 
mecanismos de resistencia a carbapenemas.  
 Las oxacilinasas OXA-58 y OXA-40 son los mecanismos de resistencia a 
carbapenemas que predominan en nuestro entorno, como han puesto de manifiesto 
algunos estudios realizados con aislados clínicos de A. baumannii procedentes de 
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hospitales españoles en la última década (138)(225). En cambio, las comunicaciones 
sobre aislados clínicos de A. baumannii portadores de blaOXA-23 en España son 
escasas y recientes, y solo una de ellas corresponde a un brote con más de un caso 
(139)(140)(307). No se han comunicado brotes por cepas portadoras de esta 
carbapenemasa en España. Esta epidemiología difiere de la de otros países europeos, 
como es el caso de Italia, donde OXA-23 está ampliamente diseminada y constituye el 
mecanismo de resistencia a carbapenemas más frecuente entre los aislados clínicos 
de A. baumannii, seguida de OXA-58 (308).  
 En ninguno de nuestros aislados se detectó la presencia concomitante de 
blaOXA-40 y blaOXA-58. Hasta donde sabemos, no se ha comunicado ningún caso en 
el que coexistan ambas carbapenemasas adquiridas en la misma cepa de A. 
baumannii. En cambio, blaOXA-23 sí puede coexistir con ella, como se ha demostrado 
al caracterizar algunos brotes de A. baumannii resistente a carbapenemas (309).   
 A nivel global, las MBL no son un mecanismo de resistencia tan importante 
como las oxacilinasas para A. baumannii. Como comentábamos previamente, se han 
comunicado casos de aislados portadores de IMP, VIM, SIM y NDM en todos los 
continentes, pero hasta la fecha no se ha descrito en ninguno procedente de 
hospitales españoles. Por tanto, la epidemiología encontrada es similar a la esperable 
según los datos de que disponemos.  
 Existió tendencia a la agrupación clonal de los genes codificadores de 
carbapenemasas, especialmente en el clon 7 (todos los aislados eran portadores de 
blaOXA-40 y el 63% de ISAbaI –blaOXA-51) y en los clones 2 y 4 (todos, salvo dos, 
eran portadores del gen de blaOXA58). Esta ausencia de concordancia entre 
clonalidad y mecanismos de resistencia es similar a la detectada en estudios previos . 
En otros, en cambio, existe una elevada concordancia entre la relación clonal 
determinada por PFGE y las oxacilinasas que portan los aislados de A. baumannii 
(269). La ausencia de concordancia observada en nuestra colección de aislados 
estaría explicada por la transferencia de mecanismos de resistencia entre distintas 
cepas, probablemente a través de plásmidos, ya que es el mecanismo principal de 
transmisión de genes de carbapenemasas (134). Una técnica de tipado de elementos 
móviles podría aclarar la secuencia temporo-espacial de transmisión de los mismos 
(270).  
 Aunque todos los aislados productores de carbapenemasas eran resistentes a 
carbapenemas, la CMI50 de imipenem fue dos diluciones superior en los aislados 
portadores de blaOXA-40 que en los portadores de blaOXA-58, a igualdad de 
 137 
expresión de blaOXA-51. Asimismo, aquellas con la secuencia ISAba1-blaOXA-51 
aumentaban en una dilución su CMI50 en una dilución respecto a aislados con la 
misma carbapenemasa (blaOXA-40 o blaOXA-58) y sin expresión de blaOXA-51. 
Estos resultados son similares a lo previamente descrito (138)(134). Algunos autores 
han comunicado, incluso, aislados de A. baumannii que a pesar de ser portadores de 
blaOXA-58 eran sensibles a imipenem (310). Héritier et al.(128) realizaron un estudio 
exhaustivo de los cambios en la sensibilidad a carbapenemas con cepas knock-out y 
experimentos de transformación usando plásmidos, tanto naturales como 
recombinantes, que contenían blaOXA-23, blaOXA-40 o blaOXA-58. Estos 
experimentos mostraron que las carbapenemasas adquiridas contribuían 
significativamente al fenotipo de resistencia, produciendo OXA-40 y OXA-23 mayor 
impacto sobre la resistencia a carbapenemas que OXA-58.  
 La disparidad de la CMI de imipenem en aislados con el mismo patrón de 
carbapenemasas podría estar explicada por la presencia de elementos reguladores 
cuya presencia o actividad desconocemos al no haber sido determinados en nuestro 
estudio. En el estudio de Héritier et al.(128) mencionado previamente, los autores 
observaron que las oxacilinasas expresadas a partir de plásmidos naturales 
aumentaban la resistencia a carbapenemas en mayor medida que las expresadas a 
partir de plásmidos recombinantes. Ello refuerza la teoría de que los elementos 
reguladores próximos a los genes de oxacilinasas tienen gran importancia como 
potenciadores de su expresión y del nivel de resistencia a carbapenemas. Las 
secuencias de inserción son los elementos reguladores de oxacilinasas más 
frecuentemente reportados en A. baumannii. Para  blaOXA-58, se describieron 
inicialmente ISAba1, ISAba2, ISAba3 e IS18 como secuencias de inserción promotoras 
(311)(137). Más recientemente, varios autores han mostrado también el papel 
regulador sobre blaOXA-58 de ISAba825 (312)(131). De manera análoga, la 
regulación de blaOXA-23 se ha asociado con las secuencias de inserción promotoras 
ISAba1 e ISAba4 (313). En cambio, blaOXA-40 no se relacionado con secuencias de 
inserción. Merino et al.(314) secuenciaron varios plásmidos procedentes de aislados 
de A. baumannii en los que se encontró el gen blaOXA-40, flanqueado en todos los 
casos por el sistema XerC/XerD, cuya función no está relacionada con la promoción de 
la expresión sino con la recombinación y movilización de fragmentos de ADN. En el 
caso de blaOXA-51, es imprescindible la presencia de un elemento que potencie su 
expresión para que confiera resistencia a carbapenemas. Además de ISAba1, otras 
secuencias de inserción (como ISAba825 e ISAba9) también pueden participar en su 
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regulación (131)(130). En el presente estudio, el único elemento regulador analizado 
fue la secuencia ISAba1-blaOXA-51, por lo que desconocemos si existen otros 
mecanismos que puedan estar influyendo en el nivel de resistencia a carbapenemas y 
expliquen, al menos parcialmente, las diferencias de CMI dentro de aislados con la 
misma carbapenemasa (Tabla 30). La detección por PCR de los mecanismos 
reguladores conocidos o el empleo de técnicas de detección de la expresión de los 
genes de las distintas oxacilinasas habrían permitido un conocimiento más exhaustivo 
de la correlación entre CMI de imipenem o meropenem y mecanismos de resistencia.  
 
 6.4.1.3. Estudio de proteínas de membrana externa y expresión de 
porinas. 
 6.4.1.3.1. Caracterización de la expresión de porinas y relación con CMI 
de imipenem. Distribución clonal. 
 La pérdida de proteínas de membrana externa es uno de los mecanismos más 
importantes entre los que contribuyen a las resistencias microbianas en las bacterias 
gramnegativas. En A. baumannii, estudios previos han demostrado que CarO forma 
poros en la membrana, con un sitio de unión para imipenem entre otros sustratos, y 
que se encuentra ausente en algunas cepas de A. baumannii resistente a imipenem 
(142)(315). La primera descripción de CarO la hicieron Limansky et al.(209) a partir del 
estudio de las proteínas de membrana de externa de aislados clínicos de A. baumannii 
resistente a carbapenemas que no presentaban ningún otro mecanismo de resistencia 
a estos fármacos, y de una cepa resistente obtenida por selección en medio con 
imipenem.   
 En nuestro estudio, no apreciamos contribución de la pérdida de producción de 
CarO al valor de la CMI de imipenem dentro de grupos de aislados con el mismo perfil 
de carbapenemasas. Estos resultados contrastan con los que muestran de manera 
razonablemente sólida que la pérdida de CarO provoca resistencia a carbapenemas. A 
pesar de la aparente contradicción, estos resultados son similares a los obtenidos por 
otros autores (316)(317)(318)(319). Lee et al. (317) estudiaron un brote de A. 
baumannii productor de OXA-23. En trece aislados se determinó la producción de 
CarO, estando ésta intacta en un caso y perdida en el resto. A pesar de esta 
diferencia, todos los aislados tenían una CMI de imipenem de 32 mg/l. Sen et al.(318) 
publicaron recientemente un estudio en el caracterizan los mecanismos de resistencia 
a carbapenemas de una colección de 16 aislados clínicos de A. baumannii MDR. 
Todas las cepas eran resistentes a imipenem y presentaban una baja expresión de 
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carO pero sólo dos de ellas portaban genes de carbapenemasas. A pesar de que la 
baja producción de CarO explicaría la resistencia, la cuantificación del nivel de 
expresión de carO no se relacionó de manera directa con la CMI de imipenem, 
teniendo algunas cepas con mayor nivel de expresión una CMI menor, y viceversa. En 
la misma línea, Fernando et al. (319) encontraron una baja expresión de carO en 10 
aislados de A. baumannii, todos ellos MDR pero sensibles a carbapenemas. Un 
estudio con mayor número de cepas pertenecientes a 14 clones distintos de diversas 
áreas de Brasil analizó la expresión de carO mediante estudio transcriptómico y la 
presencia de genes de carbapenemasas, con o sin la secuencia ISAba1 en su 
promotor, mediante PCR. Solamente una cepa expresaba CarO significativamente 
menos que las demás. Esta cepa no poseía ninguna carbapenemasa adquirida, siendo 
su CMI de imipenem 0,2 mg/l (320). Ello sugiere que existen otras proteínas que 
permiten el paso a través de la membrana de imipenem. En este estudio se analizaron 
también los diversos isotipos de CarO, detectando que las diversas composiciones de 
aminoácidos de esta porina tenían más relación con la sensibilidad a imipenem, 
probablemente por cambios en la afinidad del poro, que el propio nivel de expresión. 
Tomada en conjunto, toda esta información sugiere que el papel de la pérdida de CarO 
como mecanismo de resistencia a carbapenemas, que parece claro en algunas cepas 
sin otro mecanismo asociado, no incrementa la resistencia a carbapenemas cuando 
coexiste en el mismo aislado con una carbapenemasa. Son necesarios estudios 
ulteriores que caractericen adecuadamente el papel de CarO en este contexto. 
 Además de todo lo expuesto, hay que tener en cuenta que la expresión de las 
proteínas de membrana externa de A. baumannii, incluyendo carO, se ve 
notablemente influenciada por diversas condiciones del medio (temperatura, 
osmolaridad, presencia de determinados solutos, entre otras) (321). En nuestro caso, 
analizamos la producción de proteína. En otros estudios, se realizó análisis de la 
expresión mediante RT-PCR. Es posible que la disparidad encontrada entre los 
distintos estudios no se deba solamente a diferencias entre las cepas sino a pequeñas 
variaciones en los métodos, y que sus resultados no sean completamente 
comparables por este motivo.  
 La sobreexpresión de blaOXA-51 se ha relacionado en algunos estudios con 
una expresión reducida de carO y omp33, mientras que en otros no se ha detectado 
asociación entre ellas, como es nuestro caso (138). Dicha correlación está 
probablemente causada por la presencia de secuencias de inserción, ya que éstas, 
además de aumentar la expresión de diversos de genes de carbapenemasas, pueden 
 140 
impedir la síntesis de CarO mediante la disrupción de su gen por inserción dentro del 
mismo. Las secuencias que se han demostrado involucradas en este mecanismo son 
ISAba1, ISAba10 y ISAba125 (317)(320)(315)(120). 
   
 6.4.1.4. Relación entre los mecanismos de resistencia y los factores de 
virulencia. Distribución clonal.  
 A. baumannii como microorganismo nosocomial produce gran preocupación 
debido a su capacidad para sobrevivir y diseminarse en el ambiente hospitalario, y por 
su facilidad para desarrollar resistencias microbianas. En cambio, las infecciones que 
produce suelen ser menos virulentas que las provocadas por otros microorganismos 
nosocomiales, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Por este motivo, 
es un escenario preocupante la posibilidad de brotes provocado por A. baumannii XDR 
con elevada virulencia. Jones et al. (322) caracterizaron los genes relacionados con la 
virulencia y las resistencias microbianas de una clona de A. baumannii XDR que 
provocó un brote hospitalario con una elevada letalidad, tanto entre los pacientes que 
lo adquirieron como en un modelo in vivo de neumonía en ratón. Esta cepa no 
pertenecía a ningún clon internacional, no era portadora de carbapenemasas y poseía 
208 genes que codificaban diversos factores de virulencia, distribuidos en: adquisición 
de hierro (68 loci), adhesión e invasión celular (67 loci), sistemas secretores (45 loci), 
formación de películas (22 loci) y toxinas (6 loci). Aunque hasta la fecha no se ha 
comunicado la diseminación de clonas XDR e hipervirulentas, la aparición de clones 
exitosos con estas características es un escenario plausible en el futuro para el que 
debe mantenerse una vigilancia estrecha, como ya alertan algunos expertos (323). En 
nuestro estudio se detecta una distribución clonal de los fenotipos de producción de 
biofilm y de las carbapenemasas, produciendo una mayor lealidad (aunque no 
significatia) los aislados pertenecientes a los clones 6 y 7, que eran más productores 
de biofilm y portadores de blaOXA-40. Estos datos, aun siendo insuficientes para 
afirmarlo, sugieren la existencia de una cepas más virulentas y “exitosas” que otras. 
 En estudios precedentes, se ha mostrado asociación en aislados clínicos de A. 
baumannii entre formación de biofilm y mayor grado de resistencias antibióticas 
(274)(201)(202). EN cambio, otros estudios no han encontrado dicha asociación (152). 
Dhabaan et al. (324) estudiaron la expresión de diversos factores de virulencia en 
presencia de imipenem de una cepa de A. baumannii resistente a imipenem. En 
medios con una concentración subinhibitoria del fármaco, esta cepa aumentaba la 
expresión de genes reguladores de los pili tipo IV, producía más biofilm y tenía más 
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motilidad que en situación basal y que una cepa sensible a imipenem. No obstante, no 
se comprobó si estos efectos persistían tras la vuelta a un medio sin imipenem. 
También existen datos contradictorios respecto a la relación entre formación de biofilm 
y mecanismos de resistencia concretos. Azizi et al. (309) describieron, en una 
colección de 65 aislados clínicos procedentes de dos hospitales iraníes, que aquellos 
sensibles a imipenem y sin blaOXA-40 formaban menos biofilm que los que contenían 
esta carbapenemasa. No obstante, la ausencia de estudio de clonalidad limita la 
interpretación de sus resultados. Esta ausencia de concordancia entre estudios apoya 
la idea de que la resistencia a carbapenemas y la formación de biofilm son 
características independientes que pueden o no coexistir en un aislado capaz de 
producir infección.  
  
 
 En resumen, el estudio de sensibilidad reveló un perfil general de aislados 
MDR o XDR. Solo uno de ellos fue sensible a carbapenemas, no presentando ningún 
mecanismo de resistencia frente a estos fármacos. Todos fueron sensibles a 
tigeciclina y colistina, siendo la CMI90 de esta última muy baja (0,12 mg/l), lo cual 
parece justificar su elevada efectividad clínica a pesar de las bajas dosis utilizadas. 
Todos los aislados salvo el que era sensible a carbapenemas eran portadores de 
carbapenemasas adquiridas. El 83,2% de ellos tenían blaOXA-58, mientras que el 
16,8% tenían blaOXA-40, alcanzado estas últimas un mayor nivel de resistencia a 
imipenem que las primeras. En once aislados se detectó la secuencia ISAba1 en el 
promotor de la carbapenemasa constitutiva blaOXA-51, lo cual aumentaba la CMI de 
imipenem de estos aislados en una dilución respecto a otros con la misma oxacilinasa 
adquirida. En una pequeña proporción de aislados, estaba ausente la proteína CarO 
de la membrana externa, pero ello no aumentó el nivel de resistencia en los mismos. 
Aunque la ausencia de CarO en la membrana externa se ha definido como un factor 
no enzimático de resistencia a carbapenemas en aislados de A. baumannii que no 
tenían ningún otro, nuestros resultados y los de otros autores en la misma obligan a 
replantear el posible papel de este mecanismo de resistencia en aislados portadores 
de carbapenemasas. Se encontraron dos clonas que contienen aislados más 
resistentes a imipenem, relacionada con la presencia de blaOXA-40 y, en algunos 
casos, de ISAba1-blaOXA-51, que agrupan la mayoría de aislados hiperproductores 
de biofilm y que se relacionan con una mortalidad superior, el número de casos impide 




































 1. La incidencia acumulada de NAVM en los pacientes críticos ventilados que 
adquirieron A. baumannii en las vías respiratorias inferiores fue del 57%, siendo el 
26% de ellas bacteriémicas. No existieron diferencias significativas en las 
características epidemiológicas basales (motivo de ingreso, comorbilidades, gravedad 
al ingreso) entre los pacientes con NAVM y los que sólo estuvieron colonizados. Los 
primeros tendieron a tener más complicaciones (shock séptico, fracaso renal agudo, 
ventilación mecánica más prolongada), pero no existieron diferencias significativas 
respecto al grupo de pacientes colonizados. 
 
 2. En los pacientes con aislamiento de A. baumannii en vías respiratorias 
bajas, la frecuencia de tratamiento antimicrobiano previo es del 93%. El tratamiento 
con β-lactámicos de amplio espectro (carbapenemas, piperacilina/tazobactam, 
cefepima) y vancomicina se asocia con el ulterior desarrollo de NAVM.  
 
 3. Los pacientes con NAVM por A. baumannii recibieron tratamiento 
antimicrobiano apropiado con colistina en una proporción muy elevada (92,9%), como 
consecuencia de la situación de endemicidad por cepas MDR de esta bacteria en el 
centro donde se realizó el estudio. La dosis mayoritaria fue 6 MU cada 8 horas, sin 
dosis de carga inicial.  
 
 4. La concentración bacteriana en muestras de vías respiratorias bajas fue 
elevada tanto en pacientes colonizados como en pacientes con NAVM, por encima del 
umbral de 6 log10 UFC/ml considerado como estándar para el diagnóstico de infección 
respiratoria, en las muestras analizadas. Esta concentración elevada se produjo en 
todos los clones, exceptuando al único representante del clon 5, y se mantiene en 
niveles similares a lo largo del tiempo. Por tanto, la concentración bacteriana de A. 
baumannii en muestras respiratorias no permite discriminar per se entre colonización y 
NAVM.  
 
 5. La mortalidad a los 30 días de los pacientes con NAVM causada por A. 
baumannii resistente a carbapenemas se equiparó en nuestro estudio a la de aquellos 
que sólo tuvieron colonización respiratoria, siendo significativamente menor a la 
mortalidad de esta entidad reportada por otros autores. Los factores de riesgo de 
mortalidad en el conjunto de pacientes ventilados que adquieren A. baumannii en vías 
respiratorias bajas, así como en el grupo de pacientes colonizados, son la 
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comorbilidad previa (índice de Charlson) y las complicaciones graves durante el 
ingreso (shock séptico o fracaso renal agudo). En pacientes con NAVM por A. 
baumannii, la bacteriemia concomitante por A. baumannii se añade como factor de 
riesgo de mortalidad a la comorbilidad previa (índice de Charlson) y las complicaciones 
durante el ingreso (fracaso renal agudo). 
 
 6. Los pacientes con NAVM bacteriémica por A. baumannii presentan una 
supervivencia menor que aquellos con NAVM no bacteriémica, que persiste tras 
ajustar por otros factores (HR 4,67). El tratamiento apropiado con colistina es un factor 
asociado a buen pronóstico (HR 0,02). La elevada tasa de tratamiento apropiado 
explicaría que la mortalidad de los pacientes con NAVM por A. baumannii de nuestra 
cohorte sea inferior a la de otras series y similar a la de pacientes colonizados. 
 
 7. La NAVM por A. baumannii prolonga la estancia en UCI de los pacientes 
respecto a la colonización respiratoria (OR 1,88). En cambio, los pacientes con NAVM 
no tienen mayor tiempo de ventilación mecánica ni una estancia hospitalaria superior. 
 
 8. Los aislados de A. baumannii se agruparon en 3 clones por REP-PCR y en 7 
clones por PFGE. La distribución es desigual, perteneciendo la mayoría de aislados a 
los pulsotipos nombrados como 4 y 2 (56% y 24,5%, respectivamente). Los aislados 
pertenecientes a ambos clones aparecen de manera regular durante todo el periodo de 
estudio, mientras que el resto son esporádicos o se agrupan en forma de brotes. 
 
 9. La mayoría de los aislados estudiados eran productores de biofilm en algún 
grado, pero sólo el 13,5% de ellos presentaba un fenotipo hiperproductor. El grado de 
formación de biofilm se relaciona con la clonalidad, agrupándose la mayoría de 
aislados hiperproductores en dos clones. El 89% de los aislados de A. baumannii 
estudiados presentaba motilidad en superficie, no existiendo distribución clonal de la 
misma. No se detectó producción de hemolisinas ni diferencias en la capacidad de 
captación de hierro en los aislados estudiados.  
 
 10.  La expresión de OmpA de los aislados se relaciona con un 
comportamiento clínico con gravedad diferente; los aislados procedentes de pacientes 
con NAVM bacteriémica presentan el nivel de expresión de OmpA más elevado, 
seguido de los pacientes con NAVM no bacteriémica y, finalmente, de los colonizados.  
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 11. La expresión de OmpA de A. baumannii es un factor predictor de mortalidad 
en los pacientes con NAVM por este microorganismo. Esta relación se observa, 
especialmente, en pacientes con NAVM no bacteriémica, mientras que se pierde en 
los que tuvieron NAVM y bacteriemia por A. baumannii. El resto de factores de 
virulencia estudiados (producción de biofilm y motilidad) no presentan relación con la 
mortalidad de los pacientes.  
 
 12. Los aislados de A. baumannii estudiados presentaban un fenotipo general 
MDR o XDR. Solo uno de ellos fue sensible a carbapenemas y todos fueron sensibles 
a tigeciclina y colistina, teniendo una CMI90 de colistina muy baja (0,12 mg/l). Ello 
justifica la elevada eficacia clínica de la colistina empleada en la mayoría de los 
pacientes con NAVM, a pesar de haberse utilizado dosis inferiores a las actualmente 
recomendadas.  
 
 13. Todos los aislados resistentes a carbapenemas eran portadores de una 
oxacilinasa adquirida. En nuestro medio, la oxacilinasa más prevalente es blaOXA-58, 
seguida de blaOXA-40, no estando presentes ni blaOXA-23 ni ninguna MBL. En una 
proporción menor, y siempre acompañada por otra carbapenemasa, existen algunos 
aislados de A. baumannii en los que la sobreexpresión de blaOXA-51 debido a la 
presencia en su promotor de la secuencia ISAba1 contribuye a incrementar la 
resistencia a carbapenemas. OXA-40 confiere mayor nivel de resistencia que OXA-58. 
Aunque algunos aislados presentan ausencia de la porina CarO en su membrana 
externa, ello no contribuye a incrementar la resistencia a carbapenemas, como se ha 
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